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第 1 章  序論  
 
1.1 神経内分泌腫瘍（ Neuroendocrine Tumor: NET）の知見  
	 がんは日本人の死因の第一位となっており、ゲノムに異常を生じる病気
である。正常細胞のゲノムに変異が生じると細胞の形質が変わり、異常に
増殖し続けてがんを形成し、さらに別の臓器に転移することにより臓器の
機能障害を引き起こす。がんはそのほとんどが上皮組織から生じ、発生原
因やメカニズムについてもまだ未解明の部分が多い。神経内分泌腫瘍
（Neuroendocrine Tumor: 以下 NET と略する）は上皮細胞由来のがんの１種
であり、ペプチドホルモンを合成、分泌する神経内分泌細胞に由来する腫
瘍であり、全身のどの臓器にも発生することが知られている。2008 年の米
国疫学データにより、肺の NET（全発症 NET に占める割合：27 %）、直腸
NET（全発症 NET に占める割合： 17.2 %）及び膵臓の神経内分泌器官であ
るランゲルハンス島細胞に由来する膵臓の NET（全発症 NET に占める割
合：6.4 %）は比較的に発症頻度が高いことが示された（Yao et al . ,  2008）。
また、発症頻度が低いが、下垂体、甲状腺及び副甲状腺などの神経内分泌
組織に発生することもある（Hauso et al . ,  2008, Yao et al . ,  2008, Wilde et  al . ,  
2012）。NET は低悪性度腫瘍と高悪性度腫瘍に分けられる。前者は従来消
化管では carcinoid tumor、膵臓では islet  cell  tumorと命名されていたが、2000
年の WHO 分類では well differentiated endocrine tumor と well differentiated 
neuroendocrine carcinoma に変更されている。また、 2010 年の WHO 分類は
この 2 種類をまとめて neuroendocrine tumor と更新し、さらに転移の危険性
がない、あるいは極めて低いものを NET grade 1（G1）、転移の可能性があ
るものを NET grade 2（G2）と命名した。また、高悪性度 NET は従来 poorly 
differentiated endocrine carcinoma と呼ばれていたが、2010 年の WHO 分類は
これを neuroendocrine carcinoma（NEC）と mixed adenoendocrine carcinoma
（MANEC）に分けて命名した。  
	 膵臓 NET は、膵臓上皮腫瘍の中で 2 番目に発症頻度が高い腫瘍であり、
10 万人に 2~3 人ほどの確率で発症する。ほとんどの膵臓 NET は散発性の腫
瘍であるが、多発性神経内分泌腫瘍症 1 型という常染色体優性遺伝性疾患
の一つの病変として起こることがあり、さらにフォンヒッペルリンドウ症
候群及び結節性硬化症の一部としても現れる（ Scarpa et al . ,  2017）。 2012
年日本における膵臓 NET の疫学調査により、膵臓 NET の発症年齢は平均
57.6 歳であり、男女比は 1 対 1.6 である。また、膵臓 NET の発症と喫煙ま
たは飲酒には有意な相関は認められない。膵臓 NET は機能性と非機能性と
に分類することができ、機能性膵臓 NET にはインスリンを分泌するインス
リノーマ、グルカゴンを分泌するグルカゴンノーマ、ガストリンを分泌す
 2 
るガストリノーマ、ソマトスタチンを分泌するソマトスタチノーマなどが
含まれている。ホルモンの過剰分泌によって自覚症状が生じ、受診の契機
となることが多い。非機能性膵臓 NET はホルモンを分泌しない、あるいは
一定のホルモン及びペプチドを分泌するが、これらの物質の放出を認識可
能な特有の症状を引き起こさないため、腫瘍の増大による周辺組織への圧
迫、浸潤の症状や遠隔転移によって発見されることが多い。膵臓 NET の致
死率は約 60 %であり、 10 年生存率はわずか 40 %である（Hauso, et  al . ,   
2008）。 Jiao らの研究により、膵臓 NET において、多発性神経内分泌腫瘍
症 1 型の原因遺伝子 MEN1 遺伝子、DNA 損傷修復タンパク質をコードする
DAXX 及び ATRX 遺伝子の突然変異が高頻度に見られ、膵臓 NET の最も一
般な発生原因であることが明らかになった（ Jiao et  al . ,  2011）。また、15 %
の膵臓 NET において mTOR 経路遺伝子の突然変異が発見されたが、膵臓
NET を引き起こす特定の原因はまだ明らかではない（ Jiao et  al . ,  2011）。
膵臓 NET の治療法において、現在外科の切除及び化学療法が推奨されてい
る。しかしながら、切除不能な腫瘍または広範囲の転移を持つ患者に対し
て、化学療法が無効であることが知られている。従って、膵臓 NET に対す
る早期発見、早期診断が非常に有意義であると考えられ、予測及び診断マ
ーカーの探索が重要な課題になっている。しかしながら、膵臓 NET の予後
予測に関しては、まだ十分な報告がなく、更に研究を発展させる必要があ
ると考えられる。  
	 近年、大腸内視鏡検査の使用増加により、結腸直腸 NET の発生検出率が
上昇している。普通の大腸がんと比べ、結腸直腸 NET の発生率は比較的低
い。一般的な大腸がんは盲腸、結腸、直腸及び肛門に発生する。大腸粘膜
の細胞から発生する良性のポリープの一部ががん化したものと、正常な粘
膜細胞から直接発生するものがあると言われている（Konishi et  al . ,  2007, 
Federspiel et  al . ,  1990）。大腸がんの発症に関わる重要な遺伝子の 1 つに APC
（ Adenomatous polyposis coli）遺伝子がある。多くの大腸がん患者において、
APC 遺伝子の変異が見つかることが報告されている（ Federspiel et  al . ,  1990）。
APC タンパク質は Wnt シグナル伝達経路に関与する ! カテニンに結合して、
! カテニンの分解を誘導することが知られている（Behrens et  al . ,  1998）。
一方、変異型 APC タンパク質は ! カテニンの分解を誘導できないため、細
胞内に ! カテニンが蓄積され、細胞増殖を刺激する機能を持つ Wnt 標的遺
伝子の転写を促進する。その結果、大腸がんが発生する。一方、正常な直
腸組織の腸管上皮細胞の間に、神経内分泌細胞が腸内分泌細胞として分布
しており、直腸 NET はこの神経内分泌細胞に由来する腫瘍である。直腸
NET の発症原因はまだ十分に解明されていないため、本態の解明が求めら
れている。Anthony らは、近年の米国では結腸直腸 NET の発生率は約 10
 3 
万人中 1 人であると報告している（Anthony et al . ,  2010）。Yao らは結腸
NET の平均発症年齢が 65 歳であり、直腸 NET の平均発症年齢が 56 歳であ
ると報告している（Yao et al . ,  2008）。結腸直腸 NET は主に直腸で発症す
るが、結腸（盲腸を含む）、 S 状結腸においても発症する。潰瘍性大腸炎
は直腸 NET の発生に関連すると報告されたが、炎症性腸疾患が直接に結腸
直腸 NET と関連する証拠はない（ Federspiel et  al . ,  1990）。従って、結腸直
腸 NET の発症原因はまだ不明のままである。リンパ節転移を伴わない小さ
な直腸 NET では、内視鏡を用いた切除が適切な治療法であることが知られ
ている（Kobayashi et  al . ,  2005）。直腸 NET の 5 年生存率は 64.1 %である
が、リンパ節転移リスクの高い症例においては、予後が不良であり、手術
後再発が生じることがある（Kojima et al . ,  2016）。従って、直腸 NET のリ
ンパ節転移の予測は患者の生存率の向上及び適切な治療法の選択に対して
重要であることが考えられる。腫瘍サイズ、浸潤の深さ、リンパ節と静脈
への侵襲の有無及び Ki67 陽性細胞率はリンパ節転移のリスクと関連して
おり、これらの要因により直腸 NET の治療戦略が変わることが報告されて
いる（Hotta et  al . ,  2006）。しかし、リンパ節と静脈への侵襲のない小さな
病巣が転移能を有することも報告されている（Kojima et al . ,  2016）。従っ
て、直腸 NET において、リンパ節転移のリスクファクターを明らかにさせ
るさらなる検討が必要である。  
 
1.2 多発性神経内分泌腫瘍 1 型の原因遺伝子 MEN1 の知見  
	 MEN1 遺伝子は多発性内分泌腫瘍症１型の原因遺伝子であり、機能欠損
により膵臓 NET が発症することが知られている（ Jiao et  al . ,  2011, Corbo et  
al . ,  2010）。MEN1 遺伝子は常染色体優性の遺伝形式を持っており、11 番染
色体長腕 13 領域（ 11q13）に位置し、副甲状腺、膵・消化管、下垂体を始
めとした神経内分泌臓器に腫瘍性病変を発生する遺伝性疾患の原因遺伝子
である。MEN1 遺伝子は 10 個のエクソンからなる約 9 kb の遺伝子であり、
610 アミノ酸からなるタンパク質 Menin をコードする。MEN1 遺伝子はがん
抑制遺伝子の発がんモデルである “2-hit”モデルに適っており、片方のアレ
ルが突然変異、そして残りの野生型のアレルが大きな欠失を生じることに
よってがん抑制遺伝子としての機能が喪失すると、複数の神経内分泌臓器
官の腫瘍が発生する（ Thakker et  al . ,  2001）。MEN1 遺伝子はエクソン 2～
10 の全てのエクソンで変異が検出され、 “ホットスポット ”という特定の部
位に変異が集中する領域がない。変異の種類としては数塩基の欠失が最も
見られる変異であり、数塩基の挿入、ナンセンス変異が全体の約 75 %を占
める。家族歴のない散発性の膵臓 NET では、約 50 %の頻度で MEN1 遺伝
子の不活性化突然変異が生じることが報告されている（Beijers et  al . ,  2018）。
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MEN1 遺伝子のタンパク質産物である Menin はカルボキシ末端近くに 2 つ
の機能的な核移行シグナルを有しており、細胞核に局在する（Guru et al . ,  
1998, La et  al . ,  2006）。そして核にある Menin は JunD、Smad などの様々な
タンパク質と複合体を形成し、転写活性化因子あるいは転写抑制因子とし
て機能することが報告されている（Agarwal et  al . ,  1999, Poisson et al . ,  2003）。
また、MEN1 遺伝子の点突然変異はタンパク質産物 Menin の核移行に影響
しないが、Menin が insulin-like growth factor binding protein-2（ IGFBP-2）
遺伝子の発現を抑制する機能を減弱する（ La et al . ,  2006）。  
	 これまでの研究により、マウスの MEN1 遺伝子産物 Menin とヒトの Menin
との相同性は 97 %であることが明らかになった（Crabtree et  al . ,  2003）。
多くのがん抑制遺伝子欠損モデルと同様に、生殖細胞における MEN1 遺伝
子のホモ欠損マウスは胎性致死であることが示された（ Crabtree et  al . ,  
2001）。一方、MEN1 対立遺伝子の片方は正常でもう片方のみを機能喪失
させるという MEN1 遺伝子のヘテロ欠損マウスにおいては、膵臓、下垂体、
副甲状腺という複数の神経内分泌臓器で病変が生じ、ヒトの NET と類似し
た表現型が観察された（Crabtree et  al . ,  2001）。また、生殖細胞 MEN1 遺伝
子ホモ欠損マウスの胎性致死を克服するため、 cre-loxP システムを用いて
膵臓ランゲルハンス島 ! 細胞のみで MEN1 遺伝子を特異的に欠損させる
MEN1 コンディションナルノックアウト方法が開発された。この方法を用
いて作製した MEN1 遺伝子ホモ及びヘテロ欠損マウスでは 8 ヶ月以上の月
齢で膵臓 NET の発症が観察された（Crabtree et  al . ,  2003）。  
 
1.3 がん遺伝子 Akt の知見  
	 ゲノムの中には、遺伝子に変異が生じることで発がん機能を得る ”がん遺
伝子 ”が存在する。がん遺伝子の中でも、 Akt は特に有名ながん遺伝子であ
り、多くのがんにおいて異常に活性化していることが知られている。Akt
の活性化には、細胞膜に存在するイノシトールリン脂質の１つであるホス
ファチジルイノシトール 3, 4,  5-トリスリン酸（ PIP3）への結合が必要であ
る。イノシトールリン脂質のイノシトールの六員環には 1~6 の番号が付さ
れている（ Lemmon et al . ,  2000）。そして、細胞質側にある 3、 4、 5 位はそ
れぞれ単独または様々な組合せでリン酸化され、合計 7 種のイノシトールリ
ン脂質が生成される。生成されたイノシトールリン脂質は様々なシグナル
伝達に関わる。例えば、 4 位と 5 位がリン酸化されたホスファチジルイノ
シトール 4, 5-ビスリン酸（ PIP2）は加水分解されると Ca2 +の上昇に作用す
ることが知られている。また、 3 位、 4 位、 5 位がリン酸化されるとホスフ
ァチジルイノシトール 3, 4,  5-トリスリン酸（ PIP3）となり、成長因子のシ
グナルを伝達すると知られている。Akt は PIP3 に結合する PH ドメインを
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持っており、細胞膜に存在する PIP3に結合し、そしてリン酸化修飾を受ける
と活性化する。活性化した Akt はセリンスレオニンキナーゼとして機能し、
様々な基質をリン酸化することで細胞増殖を正に制御し、生存シグナル伝
達の中枢を担う（Manning et al . ,  2007）。  
	 過去の知見により、Akt 経路はグルコース及び成長因子を介する膵臓ラ
ンゲルハンス島 ! 細胞の増殖に関与することが明らかになった（ Tuttle et  al . ,  
2001）。また、Src myristoylation signal を挿入した Akt が恒常的にリン酸化
され、活性化しているマウスでは、ランゲルハンス島細胞の増殖が亢進し、
過形成が観察されることが報告されている（Bernal-Mizrachi et  al . ,  2001）。
S6 Kinase 1（ S6K1）欠損マウスでは、低インスリン血症、糖耐性の異常及
び ! 細胞サイズの縮小による膵臓ランゲルハンス島面積の減少が観察され
た（ Sung et al . ,  2015）。 S6K1 は ! 細胞集団の調節に関与する重要な Akt
経路下流因子であることが示唆された。さらにランゲルハンス島 ! 細胞以
外の細胞において、Akt は GSK-3 を介して Cdk /サイクリン複合体を調節す
ることによって細胞の増殖を変化させることが示された（Vivanco et al . ,  
2002）。以上のことから、Akt 経路は膵臓ランゲルハンス島 ! 細胞の増殖
促進に対して中心的な働きをすることが示唆された。  
 
1.4 がん抑制遺伝子 p53 及び p53 標的遺伝子の同定  
	 p53 はヒトのがんにおいて最も高頻度に変異が認められるがん抑制遺伝
子である。 1979 年に SV40 由来のラージ T 抗原に結合している因子として
発見されて以来（ Lane et al . ,  1979）、これまでに多くの研究者によって機
能解析の研究が行われてきた。 p53 遺伝子欠損マウスの 75 %が 6 ヶ月以内
に腫瘍を形成することが明らかになり、 p53 はがん抑制遺伝子としての重
要性が周知されている（Baker et  al . ,  1990, Srivastava et  al . ,  1990, Donehower 
et  al . ,  1992）。また分子生物学研究により、p53 は細胞周期停止、アポトー
シス誘導能を発揮していることが明らかにされた（Diller et  al . ,  1990）。構
造解析研究なども進み、p53 は転写活性化ドメイン（ Transcription Activation 
Domain: TAD）と DNA 結合ドメインを有することが分かり、転写因子であ
ると同定された（図 1A）。転写因子は標的遺伝子のプロモーターやエンハ
ンサーなどの配列に特異的に結合することによって遺伝子の発現を制御す
る。 p53 の転写活性化能は、DNA 損傷ストレス、がん遺伝子活性化などの
種々のストレスに制御されていることが知られている（ Serrano et al . ,  1997）。
ストレスの種類や強さなどに応じて p53 は様々な翻訳後修飾を受け、発現
量、細胞内局在が変わると共に異なる標的遺伝子のプロモーターに結合し
て標的遺伝子を転写誘導し、多彩な生命現象に関わる。これまでは、 p53
のがん抑制機能において、細胞周期停止、アポトーシスなどの DNA 損傷ス
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トレス応答が必須であると考えられてきた。DNA 損傷ストレスが入ると
p53 は N 末端の転写活性化ドメイン（ TAD）内にリン酸化修飾を受け、標
的遺伝子を転写誘導する。p53 の標的遺伝子はこれまでに数多く報告され、
p53 は標的遺伝子を介して細胞周期停止、アポトーシス以外にも、細胞老
化、DNA 修復、オートファジー、代謝など幅広い生命現象に関与すること
が示されている（ Feng et al . ,  2005, Kenzelmann et al . ,  2013, Brady et al . ,  2011, 
Banin et  al . ,  1998）。しかし、体にとって非常に重要な働きをしている p53
のがん抑制機能の全容は未だ明らかにされていない。そこで、 p53 のがん
抑制機能の全容を明らかにするためには、 p53 の標的遺伝子の網羅的な同
定及びその機能解析が不可欠である。Ohki らは、 p53 依存性に転写誘導さ
れる遺伝子をマイクロアレイ解析によって、また、 p53 結合が認められる
遺伝子を ChIP-chip 解析を用いて網羅的に解析し、235 個の p53 標的遺伝子
候補を同定した（Ohki et  al . ,  2007, Kawase, Ohki et  al . ,  2009）。  
 
1.5 p53 標的遺伝子である PHLDA3  
	 前述のように、 p53 はリン酸化、アセチル化など様々な翻訳後修飾を受
け、異なる標的遺伝子を転写誘導する（Bode et al . ,  2004）。特に、p53TAD
内に存在する多くの Ser 残基のリン酸化修飾は様々な p53 標的遺伝子の誘
導に必須であることが知られている（Ohki et  al . ,  2007, Kawase et al . ,  2008）。
リン酸化修飾を受ける Ser 残基を Ala 残基に置換することにより p53 非リ
ン酸化型変異体 TAD-S/A を作ることができる。また、 p53 の温度感受性変
異 A138V は、温度の変化に応じて転写活性化能の低い変異型フォームから
転 写 活 性 化 能 の 高 い 野 生 型 フ ォ ー ム に 構 造 変 化 す る こ と が 報 告 さ れ
（Yamato et al . ,  1995）、細胞の遺伝子発現に影響が少ない温度の変化を通
じて野生型 p53 と変異型 p53 の間で可逆的に変化することができる。具体
的には、p53A138V は非許容温度 37 °C では変異型フォームであるが、許容
温度 32 °C にすることによって野生型フォームに変化して活性化され、標
的遺伝子の発現を誘導する。以上のことから、Ohki らは野生型 p53 あるい
は p53 非リン酸化型変異体 TAD-S/A に温度感受性変異 A138V を加え、p53 
null の細胞株 Saos2 細胞にこれらの p53 を安定的に発現させ、非許容温度
37 °C から許容温度 32 °C にすることによって p53 の活性化を誘導し、各 p53
に誘導された遺伝子群をマイクロアレイ解析によって網羅的に解析した。
野生型 p53 発現細胞株と野生型 p53 発現細胞株のみ特異的に誘導される遺
伝子群、すなわち p53TAD 内のリン酸化修飾依存的に転写誘導される遺伝
子群を同定した結果、 p53TAD 内リン酸化修飾に特に強く依存して誘導さ
れる遺伝子 PHLDA3 が同定された（Kawase, Ohki et  al . ,  2009）。  
	 さらに in-sil ico 解析により PHLDA3 遺伝子の転写開始点近傍に p53 コン
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センサス結合配列と非常に相同性の高い配列（ p53 binding site:  p53BS）が
存在することが判明した（Kawase et  al . ,  2009）。この p53BS が p53 に応答
するかどうかをレポーターアッセイで調べた結果、 p53BS を含むレポータ
ー遺伝子は p53 に強く応答することが示され、 p53BS が p53 応答配列であ
ることが明らかになった。そして、ChIP-chip 解析及び ChIP-sequence 解析
によって細胞内において p53 が p53BS に結合することが確認された
（Kawase et  al . ,  2009）。以上のことから、 PHLDA3 遺伝子は新規の p53 標
的遺伝子であることが明らかになった。  
 
1.6 PHLDA3 遺伝子の知見  
	 PHLDA3 遺伝子は全長 127 個のアミノ酸からなるタンパク質をコードし
ている。PHLDA3 の 127 アミノ酸内、7-108 アミノ酸は PH ドメインであり、
つまり、そのほとんどの領域を PH ドメインが占めている（図 1 B）。PHLDA3
は自身の PH ドメインを介して様々な PIPs と結合して細胞膜に局在する。
さらに、 PHLDA3 を過剰発現させた細胞において、死細胞の増加が観察さ
れ、アポトーシスの指標となる Caspase-3の活性化が示されたため、PHLDA3
はアポトーシスの誘導因子であることが明らかになった（ Kawase et  al . ,  
2009）。  
	 PHLDA3 と Akt の PH ドメインの一次構造は保存されていないが、
computer simulation により高次構造の類似性は高いことが示唆された。
PHLDA3 を発現させた 293T 細胞では、Akt の細胞膜移行が抑制されること
から、PHLDA3 が Akt の PIPs への結合を競争阻害することによって Akt の
細胞膜移行を抑制していることが考えられる（Kawase et  al . ,  2009）。また、
PHLDA3 と Akt を 1： 1（mol 比）で反応させ、 PIP オーバーレイアッセイ
を行ったところ、PHLDA3 は Akt と PIPs との結合を効率良く阻害すること
が示され、このことから、PHLDA3 の PIPs に対する親和性は Akt と比べ弱
くないことが考えられる（Kawase et  al . ,  2009）。以上のことより、アポト
ーシスの誘導因子である PHLDA3は自身の PHドメインを介して Aktの PIPs
への結合と膜移行を阻害することが明らかになった。さらに、乳がん細胞
株 MDA-MB-468 細胞に PHLDA3 を発現させ、Akt の活性化レベルを調べた
ところ、コントロールと比べ、 PHLDA3 を発現させた細胞では Akt の活性
化が抑制されたことが示された。また、恒常的活性化型 Akt を安定的に発
現する細胞株 MDA-MB-468 細胞に PHLDA3 を発現させると PHLDA3 によ
るアポトーシスの誘導効率が低下することが示された（Kawase et  al . ,  2009）。
従って、 PHLDA3 は Akt の活性化を抑制することで Akt 下流の生存シグナ
ルの伝達を遮断することが明らかになった（図 1 C）。  
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図 1	 p53 及び PHLDA3 について  
A.  ヒト p53 のアミノ酸構造図。ヒト p53 は N 末端に転写活性化ドメイン
（ TAD）、中央に DNA 結合ドメイン、C 末端に 4 量体形成ドメインを
持つ 393 アミノ酸からなる転写活性化たんぱく質である。  
B.  PHLDA3 タンパク質の構造図。 PHLDA3 遺伝子は 127 のアミノ酸から成
るタンパク質をコードしており、そのほとんどの領域を細胞膜に存在する
イノシトールリン脂質に結合する PH ドメインが占めている。  
C.  増殖因子が受容体に結合すると、 PI3K によって PIP3 が合成される。Akt
は自身の PH ドメインを介して PIP3 と結合して活性化され、生存シグナル
を伝達する。一方、PHLDA3 は Akt と同様に PH ドメインを持つため、Akt
と競合的に PIP3 に結合し、Akt の活性化を抑制する。  
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 一方、 general receptor for phosphoinositides-1（Grp1）は ADP-ribosylation 
factor-6 （ARF6）のグアニンヌクレオチド交換因子であり、細胞の接着と
伸展を制御することが知られている（ Lemmon et al . ,  2000）。Grp1 は Akt
と同様に PH ドメインを有しており、PH ドメインを介して PIP3と結合する
ことにより細胞膜に局在し、機能を発揮する（ Lemmon et al . ,  2000）。PHLDA3
を Cos-7 細胞に過剰発現させ、Grp1 の機能を表す細胞の伸展を調べたとこ
ろ、細胞伸展の抑制が認められなく、つまり PHLDA3 は Grp1 の機能を抑
制しないことが明らかになった（Kawase et  al . ,  2009）。Akt 及び Grp1 は共
に PIP3と結合する PH ドメインを持つタンパク質であるにもかかわらず、
PHLDA3 は Akt の機能を抑制するが、Grp1 の機能を抑制しないことから、
PHLDA3 の PH ドメインは Akt の PH ドメインと類似する機能を持ち、
PHLDA3 は未だに未解明のメカニズムを介して Akt の活性化を抑制する可
能性が考えられる。  
	 以上のことより、がん遺伝子である Akt を抑制することから PHLDA3 は
がん抑制遺伝子であると考えられた。  
 
1.7 PHLDA3 遺伝子は肺、膵臓の NET のがん抑制遺伝子である  
	 多くの肺がんにおいて Akt 経路が異常に活性化していることが知られて
いる（ Engelman et al . ,  2006）。Akt 抑制因子である PHLDA3 の機能欠損が
肺がんの発症に寄与することが推測され、Kawase らは肺がんの検体を用い、
PHLDA3 遺伝子の欠失の有無を調べた。その結果、肺 NET である大細胞神  
経内分泌がん（ LCNEC）の 37.9 %、カルチノイド腫瘍の 23.1 %という高頻
度な PHLDA3 遺伝子コピー数の減少が認められた。これらの肺 NET 組織で
は正常組織と比較して PHLDA3 遺伝子の発現低下と Akt 活性の上昇が認め
られ、PHLDA3 遺伝子の機能喪失による Akt の異常な活性化が肺 NET の発
生原因となることが考えられた（Kawase et  al . ,  2009）。  
	 膵臓 NET は膵臓ランゲルハンス島から発生する腫瘍である。膵臓のラン
ゲルハンス島細胞では、細胞増殖及び生存シグナル伝達の中枢を PI3K/Akt
経 路 が 担 っ て い る こ と が 知 ら れ て い る （ Tuttle et  al . ,  2001, Elghazi,  
Bernal-Mizrachi et  al . ,  2009）。二倍体生物は、染色体に 2 個の異なった対立
遺伝子を持ち、この異なった対立遺伝子を持つ状態を heterozygous（ヘテロ
接合体）と呼ぶ。 PHLDA3 遺伝子は 1 番染色体長腕部 31 領域 (1q31)に存在
する。これまでに、ヒト乳がんなどいくつかのがん種で、 1q31 領域の増幅
が認められることが報告されているが、欠失やヘテロ接合性の消失（ Loss of 
Heterozygosity: 以下 LOH と略する）は膵臓 NET を除いて報告はない
（ Loveday et al . ,  1999, Larramendy et al . ,  2000, Yang et al . ,  2005）。ある遺伝
子においてヘテロ接合体である DNA サンプルを用いて、その遺伝子座に存   
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在するマイクロサテライトマーカーを解析すると、異なる 2 個のピークが
確認される。一方、遺伝子座が LOH となる場合、マイクロサテライトマー
カーの 2 個のピークが 1 個になる。Ohki らは、PHLDA3 遺伝子近傍の D1S306、
D1S1723、D1S2738、D1S2622、D1S510、D1S249 の 6 ヶ所のマイクロサテ
ライトマーカーを用い、 54 症例の膵臓 NET 検体における PHLDA3 遺伝子
座 LOH 有無の解析を行った。その結果、72 %の頻度で PHLDA3 遺伝子座の
LOH が検出された（Ohki et  al . ,  2014）。また、各マイクロサテライトマー
カーの LOH 頻度を比較したところ、PHLDA3 遺伝子座と最も近傍に存在す
る D1S306 の LOH 頻度が最も高い事が示された（Ohki et  al . ,  2014）。この
結果は、1q31 領域の中でも特に PHLDA3 遺伝子座の LOH が膵臓 NET の発
症において重要であることを示唆している。続いて、膵臓 NET で高頻度な
LOH が認められることが報告されている MEN1 遺伝子座 LOH 解析を行っ
た。その結果、 67 %の膵臓 NET において MEN1 遺伝子座の LOH が検出さ
れた。このように、 PHLDA3 遺伝子座の LOH 頻度は、膵臓 NET で変異頻
度が最も高いと言われている MEN1遺伝子座の LOH と同等の頻度であるこ
とが示された。さらには、56 %という多くの症例において PHLDA3 と MEN1
両遺伝子座の LOH が観察された（Ohki et  al . ,  2014）。以上のことから、ヒ
トの膵臓 NET の発生には、PHLDA3 遺伝子と MEN1 遺伝子両経路の機能欠
損が重要であることが示唆された（図 2 A）。また、 PHLDA3 遺伝子座の
LOH と膵臓 NET の悪性度との関連性について調べた結果、PHLDA3 遺伝子
の LOH と膵臓 NET の悪性度が有意に相関すること、 PHLDA3 遺伝子座の
LOH を伴った患者の予後は LOH がない患者に比べて悪いことが示された
（Ohki et  al . ,  2014）。一方、収集した症例のうち、MEN1 遺伝子座の LOH
がない症例数が少ないため、統計的に有意な結果は得られなかったが、
MEN1 遺伝子座の LOH は悪性度や予後と関連しない傾向が認められた
（Ohki et  al . ,  2014）。このことから、 PHLDA3 遺伝子経路の機能喪失が膵
臓 NET の悪性化を促進することが考えられた。  
	 次に、Ohkiらは、PHLDA3遺伝子座の一方のアレルは LOHで失われるが、
残されたもう一方のアレルの機能は正常であるかを解析した。膵臓 NET 検
体における PHLDA3 遺伝子の mRNA 発現量を測定した結果、PHLDA3 遺伝
子の LOH を伴った検体において、PHLDA3 遺伝子の mRNA 発現量が有意に
低下していることが示された（Ohki et  al . ,  2014）。さらに、 PHLDA3 遺伝
子の転写調節領域に CpG アイランドが存在するため、メチレーション特異
的 PCR（MSP 法）を用いて膵臓 NET 検体における PHLDA3 遺伝子の転写
調節領域のメチル化について解析した。DNA を亜硫酸水素塩で処理すると
シトシンはウラシルに変換されるが、メチル化シトシンは変換されず、そ
のまま残る。そのため、亜硫酸水素塩処理後、メチル化 DNA と非メチル化
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DNA とは異なる塩基配列を持つため、MSP 法ではそれぞれの異なる塩基配
列の部位に対応する特異的な PCR プライマーを用いて PCR を行い、メチル
化状態を評価する。ヒト膵 NET 症例を用い、MSP 法で解析した結果、
PHLDA3 遺伝子の転写調節領域はメチル化されていることが示された
（Ohki et  al . ,  2014）。以上のことから、PHLDA3 遺伝子は LOH 及びメチル  
化という 2-hit により不活化される膵臓 NET の新規がん抑制遺伝子である
ことが明らかになった（図 2 B）。  
 
1.8 PHLDA3 遺伝子欠損膵臓ランゲルハンス島の移植による糖尿病の
治療  
	 糖尿病は高血糖症状を有する代謝性疾患である。膵臓ランゲルハンス島
から分泌されているインスリンが不足している、分泌されているのに十分
に働かない、あるいは膵臓ランゲルハンス島から分泌されないなどの様々
な原因で糖尿病が発症する。インスリンは唯一体の血糖を下げるホルモン
であり、細胞に取り込まれたブドウ糖をエネルギー、脂肪及びグリコーゲ
ンに変換する機能を有する。一方、インスリンが不足している、あるいは
作用しなくなる場合、血液中にあるブドウ糖が細胞に取り込まれなくなり、
全身のエネルギーが足りなくなる。糖尿病は主に 1 型糖尿病と 2 型糖尿病
に分けられる。 1 型糖尿病は膵臓ランゲルハンス島がインスリンをほとん
ど、または全く産生しないために体の中のインスリン量が不足しているこ  
とで発症する糖尿病である。 2 型糖尿病は膵臓ランゲルハンス島から分泌
されているインスリン量が不十分である、あるいは細胞のインスリンに対
する感受性が低下していることで起こる糖尿病である。何れの場合におい
ても糖尿病の症状を改善するためにインスリンの補充が必要となっている。
インスリン注射は一般的な糖尿病の治療法であるが、注射の量やタイミン
グの間違いによって低血糖という死に至る副作用がある。一方、膵臓ラン
ゲルハンス島の移植が重症インスリン依存状態糖尿病患者治療に適用され
始めている。しかし、臨床において移植拒絶がランゲルハンス島移植の重
大な問題点として知られている（ Fiorina et  al . ,  2003, Fiorina et  al . ,  2008, 
Bassi et  al . ,  2011）。特に早期移植ランゲルハンス島の喪失が移植の失敗に
つながる重要な原因である（ Sakata et  al . ,  2006）。以上のことから、ランゲ
ルハンス島移植では、より高い膵臓ランゲルハンス島の生着率が求められ
ており、ランゲルハンス島細胞の増殖促進と細胞死の抑制が重要な課題で
あることが考えられる。  
	 Akt 経路がランゲルハンス島細胞の増殖に寄与することが知られている
（ Tuttle et  al . ,  2001, Elghazi,  Bernal-Mizrachi et  al . ,  2009）。一方、 PHLDA3
は Akt の抑制因子である。 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの解析を行った  
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図 2	 膵 臓 NET の発症と膵臓 NET における PHLDA3 遺伝子の異常  
A.  膵臓 NET の発症には PHLDA3 及び MEN1 両遺伝子経路の機能異常が必
要である。  
B.  膵臓 NET において PHLDA3 遺伝子は LOH 及びメチル化という 2-hit に
より不活化され、膵臓 NET のがん抑制遺伝子である。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MEN1
PHLDA3
Akt
A
B
Methylation LOH
PHLDA3?????
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ところ、 PHLDA3 機能喪失のランゲルハンス島細胞において、細胞増殖能
の亢進とアポトーシス抵抗性の獲得が示されるが、 PHLDA3 遺伝子欠損に
よる膵 NETの発症が認められないことが明らかになった。以上のことから、
PHLDA3 の機能抑制はランゲルハンス島移植の効率向上に寄与すると推測
した。  
 
1.9 本研究の目的  
	 NET は希少がんであり、適切な実験動物モデルがないため、研究が進ん
でいない状況である。ヒトの膵臓 NET において PHLDA3 遺伝子の機能喪失
が認められたため、本研究は PHLDA3 遺伝子欠損マウスが NET の動物モデ
ルとなるか検討した。また、 PHLDA3 遺伝子欠損は細胞増殖能の亢進とア
ポトーシス抵抗性の獲得を引き起こすことより、 PHLDA3 機能抑制が糖尿
病治療のためのランゲルハンス島細胞移植の効率向上に寄与するか検討し
た。  
	 これまでの研究により、肺、膵臓の NET において p53 標的遺伝子 PHLDA3
の機能喪失が示され、さらに膵臓 NET において PHLDA3 遺伝子の LOH が
予後不良と関連することが明らかになった。肺、膵臓以外の組織の NET に
おける PHLDA3 遺伝子のがん抑制機能の有無はまだ明らかにされていない。
本研究では、肺、膵臓に加え、直腸 NET に着目して PHLDA3 の機能解析を
行った。直腸 NET は良好な臨床経過を示すが、再発する可能性があり、再
発につながるリスクファクターがまだ未知である。そこで本研究では、直
腸 NET の臨床病理学特徴、直腸 NET における PHLDA3 遺伝子の LOH の有
無及び LOH とリンパ節転移、再発及び多発がんとの関連性について検討を
行い、直腸 NET の再発、多がん合併に関連するファクターを探索した。  
	 以上のように、本研究の目的は、ヒト NET 症例及び PHLDA3 遺伝子欠損
マウスの解析を通じて、NET の共通のがん抑制メカニズムを探索し、そし
て NET の予測、診断及び治療に貢献することである。  
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第 2 章  実験材料及び方法  
2.1 実験で用いたマウス  
	 Columbia 大学の Dr. Tycko から贈与して頂いた PHLDA3 遺伝子欠損マウ
ス（ Frank et al . ,  2002）を C57BL/6N マウスと交配した。 10-25 週齢、 39-49
週齢のオスマウスを実験に用いた。マウスは病原体がない、12 時間ライト
サイクル及び自由に餌と水を取れる環境下で飼育していた。  
	 動物実験については、国立がん研究センター動物実験倫理委員会の承認
を受け、「厚生労働省の所管する実施機関における動物実験等の実施に関
する基本指針」を遵守し、「国立がん研究センターにおける動物実験方針」
に従い実施した。  
 
2.2 マウスの遺伝子型決定  
	 PHLDA3 遺伝子 6 kb 上流の KpnI  fragment と 6 kb 下流の HindIII/NotI  
fragment を pPNT1 にクリーニングし、 PHLDA3n e o  targeting vector を作製し
た。この vector を用い、 PHLDA3 遺伝子のヌクレオチド  579-2096（ exon 1
の全部及び exon 2 の一部）を欠失させた（ Frank et al . ,  2002）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 マウスの尾を 5 mm ほど切断し DNA extraction buffer（組成は以下に記載）
400 ml と Proteinase K（ナカライテスク、29442-85）（最終濃度 50 mg/mL）
を用い、 42 °C 3 時間、 65 °C 一晩加熱し、DNA を抽出した。  
<DNA extraction buffer> 
50 mM Tris-HCl pH 8.0 
10 mM EDTA 
250 mM NaCl 
1 % SDS 
 
	 精製した DNA を鋳型に KOD FX Neo （ TOYOBO, KFX-201）を用いて下
PHLDA3
KpnI
wt-Forward primer
wt-Reverse primer
??Wild Type
HindIII
neo
KpnI
del-Forward primer
del-Reverse primer
 ??PHLDA3 Knockout
PGK
HindIII
pA
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記の組成で PCR を行い、 1 %のアガロースゲル（組成は以下に記載）で電
気泳動を行い、遺伝子型を決定した。  
2x PCR buffer（ TOYOBO, KFX-201）             5 "L 
2 mM dNTPs （ TOYOBO, KFX-201）             2 "L 
Forward primer（以下に記載）                0.1 "L 
Reverse primer for wt-PHLDA3（以下に記載）	 0.1 "L 
Reverse primer for del-PHLDA3（以下に記載）  0.1 "L 
KOD FX Neo （ TOYOBO, KFX-201）    	 	  0.15 "L 
DNA           	 	 	 	 	 	 	             0.5 "L 
以上を milliQ で全量 10 "L にした。  
 
<wt-PHLDA3 を増幅させるプライマー > 
Forward- GAGAGAGTAGCATCGCACGAGCCTC（ PHLDA3 遺伝子開始点から
553-577 番目のヌクレオチド）  
Reverse- CATTCTCTTCGGATCTACGCTCTGTTG（ PHLDA3 遺伝子開始点か
ら 1292-1318 番目のヌクレオチド）  
PCR 産物のサイズ :  700 bp 
 
<del-PHLDA3 を増幅させるプライマー > 
Forward- GAGAGAGTAGCATCGCACGAGCCTC（ PHLDA3 遺伝子開始点から
553-577 番目のヌクレオチド）  
Reverse- GAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCAC （ PGK-neo template の
657-682 番目のヌクレオチド）  
PCR 産物のサイズ :  1.3 kbp 
 
PCR プログラムは、以下の通りに行った。  
98 °C	  2 分  
98 °C	 20 秒  
65 °C	 30 秒  
72 °C	 30 秒  
 
<1 %アガロースゲル > 
アガロース（ナカライテスク、 01163-05）	 4 g 
milliQ                    	           400 mL 
 
2.3   マウスの解剖、組織固定、パラフィン包埋、パラフィン切片作製  
	 野生型及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損のオスマウスを 10-36 週齢、 39-49
32 cycles  
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週齢で解剖した。摘出した臓器は、 4 %パラホルムアルデヒド  （和光純薬
工業、  162-16065）  で一晩固定し、その後パラフィンで包埋し、 3 mm の
薄切を作製した。  
 
2.4   ヘマトキシリン・エオシン（ HE）染色  
	 パラフィン切片を、キシレン（武藤化学株式会社、43123）に 30 分浸け、
エタノール（武藤化学株式会社、 43102）で脱水後、ヘマトキシレン（ SFJ, 
8656）で 15 分染色、エオシン（ SFJ, 8659）で 15 秒染色し、マリノール 750cps
（武藤化学株式会社、 2009-3）で封入した。  
 
2.5   ランゲルハンス島面積の計測方法  
	 HE 染色した膵臓切片を、TissueFaxs （ TissueGnostics） により取り込み、
そして取り込んだ膵臓切片にあるランゲルハンス島を手動で囲んだ。
TissueFaxs の解析アプリケーション（HistoQuest）を用いて膵臓全体の面積
及び囲まれた全てのランゲルハンス島の面積を計測した。  
 
2.6   直腸 NET 組織及び DNA 精製  
	 本研究は、1999 年 1 月 1 日から 2014 年 3 月 31 日までに国立がん研究セ
ンター東病院で診断された 79 症例の直腸 NET サンプルを用いた。ヒト試
料の解析研究については、国立がん研究センターの倫理委員会の承認を得
て研究を行った。  
	 HE 染色したヒト直腸組織切片から、正常組織及び NET 部位を爪楊枝で
掻き取り、400 "L の DNA extraction buffer（組成は以下に記載）に入れた。
Proteinase K （ナカライテスク、  29442-85）  （最終濃度 50 mg/mL）を加
え 42 °C 3 時間、 65 °C 一晩加熱し、DNA を抽出した。  
<DNA extraction buffer> 
50 mM Tris-HCl pH 8.0 
10 mM EDTA 
250 mM NaCl 
1 % SDS 
 
	 上 記 で 作 製 し た ヒ ト 正 常 組 織 及 び 直 腸 NET サ ン プ ル 400 "L に
Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol （ナカライテスク、 25907-16） を 400 "L
加え、よく振盪した後常温、 12000 rpm で 15 分遠心した。上清を新しいチ
ューブに移して Chloroform を 400 "L 加え、よく振盪した後常温、12000 rpm
で 15 分遠心した。さらに上清を新しいチューブに移して 100 %エタノール
（ Sigma-Aldrich, 09-0770-4）を 700 "L 加え、よく振盪した後常温、12000 rpm
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で 15 分遠心した後上清を除いた。ペレットに 10mM Tris-HCl pH 8.0 buffer
を 300 "L 加え、よく振盪し、ペレットを溶かしたところに酢酸アンモニウ
ム（最終濃度： 2.25 M）を加え、よく振盪した。さらに 100 %エタノール
（ Sigma-Aldrich, 09-0770-4）を 950 "L 加え、よく振盪した後常温、12000 rpm
で 15 分遠心し、上清を除きペレットのみを残した。ペレットに 70 %エタ
ノールを 200 µl そっと加え、常温、 12000 rpm で 5 分遠心後、上清を除い
た。ペレットに 10mM Tris-HCl pH 8.0 buffer を 100 "L 加え、よく振盪し、
DNA を精製した。  
 
2.7   LOH 解析  
	 正 常組織及び直腸 NET から精製した DNA を用いて KOD FX Neo 
（ TOYOBO, KFX-201）で PCR を行った。  
2x PCR buffer（ TOYOBO, KFX-201）       10 "L 
2 mM dNTPs （ TOYOBO, KFX-201）        4 "L 
Forward primer （下記に記載）           0.2 "L 
Reverse primer  （下記に記載）          0.2 "L 
KOD FX Neo （ TOYOBO, KFX-201）      0.4 "L 
DNA           	 	 	 	 	 	            20 ng 
以上を全量 20 "L にした。（DNA の増幅が確認できない場合、用いる DNA
量を 100 ng にした。）  
 
	 PCR 条件は以下のように行った。アニーリング温度は用いるプライマー
によって異なるため、 *で記した通りの温度でアニーリングを行った。  
98 °C	              7 分  
98 °C	             20 秒  
アニーリング温度    30 秒  
72 °C	             30 秒  
 
*アニーリング温度と使用したプライマー  
〈 PHLDA3 LOH analysis〉  
D1S306 
Forward- 6-FAM-CGATCTCAGGCATATAGTCAGTC 
Reverse- CCAGAGGGAGCATTGGTG 
Position： 199671706-199671877（ bp）  
アニーリング温度： 57 °C 
 
D1S249 
40 cycles  
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Forward-6-FAM-TGGCATGTCTTTGAAGGAAT 
Reverse- TGGTTGTAGATGAGACTGGC 
Position： 203982101-203982277（ bp）  
アニーリング温度： 57 °C 
 
D1S510 
Forward- 6-FAM-TTCCTGCTCCTGTCTGAATA 
Reverse- TGTATATAAGGTGTAGGGGAGG 
Position： 201861998-201862129（ bp）  
アニーリング温度： 57 °C 
 
D1S2622  
Forward- 6-FAM-CTGCAACATAAGAACCTAGTGTAAC 
Reverse- AAACTGGTAGGCCATTGATAGA 
Position： 198381195-198381375（ bp）  
アニーリング温度： 57 °C 
 
D1S1723 
Forward- 6-FAM-AACTGTGTCCAGCAGCAACT 
Reverse- TATGTGCCTGTTGTGTGCAT 
Position： 201390819-201391163（ bp）  
アニーリング温度： 58 °C 
 
D1S2738 
Forward- AACACATGCATACATACGACA 
Reverse- 6-FAM-GTCACATTTCAGGGCAGG 
Position： 201146646-201146985（ bp）  
アニーリング温度： 53 °C 
 
〈MEN1 LOH analysis〉  
D1S4940 
Forward- 6-FAM-ACGTAGCAGTCCTGTATCCAATGTTAT 
Reverse- GCGGAGGTTACGGTGAGCGAAGAT 
Position： 64672222-64672415（ bp）  
アニーリング温度： 62 °C 
 
D1S4946 
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Forward- 6-FAM-AAGTAGCTGGGAATCCCTGT 
Reverse- CCACCACTCCCGCCTAATTT 
Position： 64578719-64578886（ bp）  
アニーリング温度： 58 °C 
 
D1SPYGM 
Forward- 6-FAM-CTAGCCAGAGTCCACCTACTG 
Reverse- GCTGTCAGGTAGCAACTGAC 
Position： 64471994-64472165（ bp）  
アニーリング温度： 56 °C 
 
	 PCR 産物を、 2 %アガロースゲル（組成は以下に記載）に 2 "L ずつアプ
ライし、 10~25 分程度電気泳動した。泳動結果のバンドの濃度により希釈
倍率を決定し、milliQ で下記のように各 PCR 産物につき 2 つの異なる希釈
倍率のサンプルを調整した。  
<2 %アガロースゲル > 
アガロース	 	 	 	 	 	 8 g 
milliQ             	 400 mL 
 
<PCR 産物の希釈方法 > 
•  3 倍希釈  
PCR 産物原液      5 "L 
milliQ           10 "L  
•  10 倍希釈  
PCR 産物原液      5 "L 
milliQ           45 "L 
•  30 倍希釈  
PCR 産物原液      2 "L 
milliQ           58 "L 
•  100 倍希釈  
PCR 産物原液      2 "L 
milliQ          198 "L 
•  300 倍希釈  
PCR 産物原液      2 "L 
milliQ          598 "L 
•  600 倍希釈  
PCR 産物原液      1 "L 
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milliQ          599 "L 
•  1200 倍希釈  
PCR 産物原液      1 "L 
milliQ         1199 "L 
 
	 2つの希釈サンプルを sequencer用 96 well  plateに 10 "Lずつアプライし、
遠心機でスピンダウン、 98 °C のヒートブロックで 10 分程度加熱し、濃縮
した。氷上で数分冷やした後、遠心機でスピンダウンした。各 well のサン
プルに Hi-Di formamide （ THERMO FISHER SCIENTIFIC, 4311320）  に溶
かした GeneScanTM-500ROXTM Size Standard （ l ife technologies,  401734）
を 10 "L ずつ加えてよく振盪し、95 °C のヒートブロックで 3 分加熱した後
氷上で数分冷やし、遠心機でスピンダウンし、ABI3130 sequencer にかけて
解析を行った。さらに、下記のような LOH の判定基準を用い、 LOH であ
るかどうか判定した。  
< LOH の判定基準 >  
	 正常組織から精製した正常 DNA のマイクロサテライトマーカーを解析
すると、2 個のピークが得られた。この 2 個のピーク間のアレル ratio を Peak 
Height of allele 1 /  Peak Height of allele 2 で算出した。腫瘍組織から精製し
た腫瘍 DNA の場合も同じようにアレル ratio を算出した。さらに正常 DNA
と腫瘍 DNA のアレル ratio 間に存在するアレルインバランスを正常 DNA の
アレル ratio /  腫瘍 DNA のアレル ratio で算出し、その値が 0.7 以下または
1.4 以上であれば LOH であると判断した。  
 
2.8 免疫組織染色 (蛍光 )  
	 パラフィン切片を、キシレン（武藤化学株式会社、43123）に 30 分浸け、
エタノール（武藤化学株式会社、 43102）で脱水後、milliQ で 30 分間洗浄
した。その後、 10 mM クエン酸緩衝液（組成は以下に記載）を用いて切片
を賦活化（ 121 °C 5 分）した。  
<10 mM クエン酸バッファー > 
0.5 M クエン酸緩衝液  pH 5.3	 	       4 mL 
milliQ	 	 	 	                      196 mL 
 
<0.5 M クエン酸緩衝液  pH 5.3> 
クエン酸一水和物          	 	 	 	 9.98 g 
クエン酸三ナトリウム      	 	 	 	 66.9 g 
以上を milliQ で全量 550 mL にした。  
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 その後、milliQ で 5 分 3 回、 1#PBS（組成は以下に記載）で 5 分 1 回洗
浄し、 5 %ヤギ血清を用いて 4 °C で一晩ブロッキングした。  
<1#PBS> 
NaCl                8 g 
Na2HPO4          1.15 g 
KCl               0.2 g 
KH2PO4            0.2 g 
以上を milliQ で全量 1 L にした。  
 
<5 %ヤギ血清溶液 > 
100 % 正常ヤギ血清（BWT, S2000）    15 "L 
1#PBS                             285 "L  
 
	 翌日、 PBS-Tween20（ 0.05 %）（組成は以下に記載）で 5 分 1 回洗浄し、
それぞれの抗体を PBS-Tween20（ 0.05 %） -BSA（ 0.01 %）（組成は以下に
記載）で希釈し、一次抗体反応を 4 °C で一晩行った。  
<PBS-Tween20（ 0.05 %） > 
1#PBS                              500 mL 
Tween20（ナカライテスク、  28353-85） 250 "L 
 
< PBS-Tween20（ 0.05 %） -BSA（ 0.01 %） > 
PBS-Tween20（ 0.05 %）                50 mL                           
Bovine Serum Albumin Fraction V（BSA）（Roche Diagnostics,  10735094001）  
                                     5 mg 
 
<一次抗体 > 
guinea pig anti-insulin polyclonal antibody (abcam, ab195956) 1:400 希釈  
mouse anti-glucagon monoclonal antibody (Sigma-Aldrich, SAB4200685) 1:750
希釈  
 
	 翌日、 PBS-Tween20（ 0.05 %）で 5 分 3 回洗浄し、それぞれの抗体を
PBS-Tween20（ 0.05 %） -BSA（ 0.01 %）で希釈し、二次抗体反応を常温で 3
時間行った。  
<二次抗体 > 
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG antibody (Invitrogen, A28175) 1:500 希釈  
Alexa Fluor 546 goat anti-guineapig IgG antibody (Invitrogen, A11074) 1:1000
希釈  
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 その後 PBS-Tween20（ 0.05 %）で 5 分 3 回洗浄し、封入剤（組成は以下
に記載）で希釈した 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride（DAPI）
（最終濃度： 2.5 "g/mL）を数滴落とし、カバーガラスを載せて封入した。
乾燥後、蛍光顕微鏡で観察した。  
<封入剤 > 
Glycerol（ Sigma-Aldrich, 12-1120-3）                          25 mL 
2.5 % 1,4-Diazabicyclo(2,2,2)octane（ Sigma-Aldrich, D27802-25G） 25 mL 
 
2.9 免疫組織染色 (呈色 )  
	 パラフィン切片を、キシレン（武藤化学株式会社、43123）に 30 分浸け、
エタノール（武藤化学株式会社、 43102）で脱水後、milliQ で 30 分間洗浄
した。 10 mM クエン酸緩衝液を用い、切片を賦活化（ 121 °C 5 分）した。
その後、milliQ で 5 分 3 回、 PBS で 5 分 1 回洗浄し、内在性ペルオキシダ
ーゼを 3 %過酸化水素（大洋製薬株式会社、 10437）で不活性化した。milliQ
で 5 分 3 回、 PBS で 5 分 1 回洗浄し、 5 %ヤギ血清を用いて 4 °C で一晩ブ
ロッキングした。翌日、 PBS-Tween20（ 0.05 %）で 5 分 1 回洗浄し、 Signal 
Enhancer HIKARI solution A （ナカライテスクテスク、 02373-54）  で抗体
を希釈し、一次抗体反応を 4 °C で一晩行った。  
<一次抗体 > 
Monoclonal Rat Anti-Mouse Ki67 Antigen（Clone TEC-3）（DakoCytomation, 
M7249） 1:200 希釈  
 
	 翌日、PBS-Tween20（ 0.05 %）で 5 分 3 回洗浄し、ヒストファイン	 シン
プルステインマウス	 MAX-PO（Rat）（ニチレイバイオサイエンス、414311）
を 150 "L 加えて、二次抗体反応として室温で 30 分反応させた。その後
PBS-Tween20（ 0.05 %）で 5 分 3 回洗浄し、発色剤（組成は下記に記載）を
用いて発色反応を 10 分間行った。  
<発色剤 > 
DAB トリス錠（武藤化学株式会社、  4065-1）  1 錠（約 0.4 g）  
50 mM Tris-HCl pH 7.5                      50 mL 
 
	 使用直前に発色剤 2 mL に対して 3 %過酸化水素（大洋製薬株式会社、
10437）を 13 mL 加えた。その後 milliQ で 5 分間洗浄し、ヘマトキシリン
（ SFJ, 8656）で対比染色し、マリノール 750cps（武藤化学株式会社、2009-3）
で封入した。  
 
2.10 Ki67 陽性細胞の計測方法  
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 Ki67 染色した膵臓切片を、 TissueFaxs （ TissueGnostics）  により取り込
み、解析アプリケーション（HistoQuest）を用いて茶色に染められた Ki67
陽性細胞を色で抽出して、トータルの陽性細胞数を計測した。  
 
2.11 ランゲルハンス島の分離方法  
	 7~13 週齢のオスマウスを開腹し、総胆管が十二指腸へ流入する部分を無
鈎鉗子でクランプした。30 G の針と 5 mL のシリンジを用いて Hanks buffer
（組成は以下に記載）に溶かしたコラゲナーゼ（ Sigma-Aldrich, C9263, 最
終濃度 1 mg/mL） を注入し、膵臓を拡張させた。その後膵臓を摘出し、37 °C
で 15 分消化させた。消化後 Hanks buffer で 3 回洗浄し、比重勾配液（組成
は以下に記載）で密度勾配遠心し、膵臓腺房細胞とランゲルハンス島を分
離した。分離したランゲルハンス島は Hanks buffer で 3 回洗浄後、培養液
（組成は以下に記載）で一晩培養した。  
<Hanks buffer> 
CaCl2                                                0.14 g 
MgSO4・ 7H2O                                         0.2 g 
KCl                                                  0.4 g 
KH2PO4                                              0.06 g 
NaCl                                                 8.0 g 
Na2HPO4                                             0.05 g 
D-glucose                                             1.0 g 
Phenol red                                            0.01 g 
NaHCO3                                               0.35 g 
1 M HEPES pH 7.0                                      4.0 mL 
Penicill in K potassium salt（ナカライテスク、 26239-42）     0.5 mg 
Streptomycin sulfate（ナカライテスク、 32204-92）          0.5 mg 
Bovine Serum Albumin Fraction V（BSA）                  1.0 g 
以上を milliQ で全量 1 L にし、フィルトレーションした。  
 
<比重勾配液 > 
Ficoll®PM400 （ Sigma-Aldrich, F4375-500G）  150 g を Hanks buffer（BSA, 
Penicill in K potassium salt ,  Streptomycin sulfate を除く） 400 mL に溶かし、
比重計を用いて、Hanks buffer（BSA, Penicill in K potassium salt ,  Streptomycin 
sulfate を除く）を入れながら、最終比重を 1.100, 1,092, 1.086, 1.044 となる
ように調整した。  
 
<培養液 > 
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CMRL （ gibco, 11530-037）  
10 % FBS（ biowest,  S1650-500）  
1 % Penicill in K potassium salt  
1 % Streptomycin sulfate 
4 mM L-Glutamine（ナカライテスク、 16919-55）  
 
2.12 細胞  (分離ランゲルハンス島も含む )  からのタンパク質抽出方法  
	 細胞の培地を除き、 PBS で細胞を洗浄した後、セルスクレイパーをもち
いて細胞をチューブに回収した。回収した細胞のペレットサイズに対して
10 倍量の Lysis Buffer（組成は以下に記載）を加えて細胞を融解した。15000 
rpm、15 分、 4 °C で遠心し、タンパク質を抽出した後、4 x SDS Sample Buffer
（組成は以下に記載）を加え、 99 °C で 5 分加熱して SDS 化した。  
<Lysis buffer>	  
Lysis Buffer は NP-40 Lysis Buffer を用いた。  
 
<NP-40 Lysis Buffer> 
50 mM Tris-HCl pH 8.0 
1 % Nonidet P-40（ナカライテスク、 23640-94）  
250 mM NaCl 
50 mM NaF  
5 mM EDTA  
使用する直前に Na3VO4、 Protease inhibitor（ PMSF, aprotinin,  leupeptin）、
DTT を各々終濃度 1 mM となるように加えた。  
 
<4 x SDS Sample Buffer> 
0.4 M Tris-HCl pH 6.8 
8 % Sodium Lauryl Sulfate（ SDS）（ナカライテスク、 31607-65）  
40 % Glycerol 
0.04 % Bromophenol Blue Sodium Salt（ ICN Biomedicals,  152506）  
0.4 M Dithiothreitol（ナカライテスク、 14128-62）  
 
 
2.13 ウェスタンブロッティング  
	 ポリアクリルアミドゲルを用い、調整したタンパク質溶液を泳動バッフ
ァー（組成は下記に記載）の中で電気泳動した。ゲルは濃縮ゲル（組成は
以下に記載）と分離ゲル（組成は以下に記載）の 2 種類を用いた。分離ゲ
ルは検出するタンパク質の分子量に応じて 8 %、 10 %ポリアクリルアミド
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ゲルを使い分けた。  
<分離ゲル > 
2.5 mL 4 x Lower Gel Buffer（ 1.5 M tris-HCl, 0.4 % SDS）  
X mL 40（w/v）%-Acrylamide/Bis Mixed Solution（ 37.5 :  1）（ナカライテス
ク、 00809-85, ナカライテスク、 22402-02）  
150 "L 10 % APS （ナカライテスク、 262734）  
4  "L N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylenediamine （ナカライテスク、 33401-72） 
以上を milliQ で 10 mL にメスアップした。X の値は作製するポリアルリル
アミドゲルの濃度によって変えた。  
 
<濃縮ゲル > 
2.5 mL 4 x upper Gel Buffer（ 0.5 M Tris-HCl pH 6.8, 0.4 % SDS）  
1 mL 40（w/v）%-Acrylamide/Bis Mixed Solution（ 37.5 :  1）  （ナカライテ
スク、 00809-85, ナカライテスク、 22402-02）   
150 "L 10 % APS （ナカライテスク、 262734）  
10 "L N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylenediamine （ナカライテスク、33401-72）  
以上を milliQ で全量 10 mL にした。  
 
<泳動バッファー > 
Tris（ hydroxymethyl） aminomethane（ Tris）（ナカライテスク、 35406-04） 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	             30 g 
Glycine（ナカライテスク、 17109-35）      144 g 
SDS                                     5  g   
以上を milliQ で 1 L にメスアップし作製した。  
 
	 泳動は 50 mV で約 30 分、130 V で約 2 時間した。その後、ポリアクリル
アミドゲル、ろ紙を Transfer Buffer（組成は以下に記載）に浸し、 20 分振
盪し、 Immobilon-P PVDF（ polyvininylidene difluoride） Transfer Membrene 
（Merck Millipore,  IPVH00010）  はメタノールに 1 分間浸した後、 Transfer 
Buffer（組成は以下に記載）に浸した。  
<Transfer Buffer> 
20 x Transfer Buffer 	 	 	               25 mL 
Methanol（ Sigma-Aldrich, 19-2410-4）     100 mL 
以上を milliQ で全量 500 mL にした。   
 
<20 x Transfer Buffer> 
Tris                 58.12 g 
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Glycine              29.28 g 
SDS                  3.75 g 
以上を milliQ で全量 500 mL にした。  
 
	 その後、 SEMI-DRY TRANSFER CELL （Bio-Rad, 221BR 54213）  を用い
て電流 200 mA、電圧上限 22 V で 90 分間トランスファーした。トランスフ
ァーしたメンブレンを Blocking One （ナカライテスク、 3953-95）  で 15
分間ブロッキングした後、一次抗体を Signal Enhancer HIKARI solution A 
（ナカライテスク、236371） で希釈し、室温で一晩メンブレンと反応させ
た。  
<一次抗体 > 
anti-Akt rabbit  polyclonal antibody （Cell Signaling, #4691）  1:1500 希釈  
anti-phospho-Akt（ Ser473）（ clone D9E）  rabbit  polyclonal antibody （Cell 
Signaling, #4060）  1:1000 希釈  
anti-phospho-Akt（ Thr308）rabbit  polyclonal antibody （Cell Signaling, #9275）  
1:1000 希釈  
anti-phospho-MDM2 （ Ser166） rabbit  polyclonal antibody （Cell Signaling, 
#3521）  1:1000 希釈  
anti-MDM2 mouse monoclonal antibody （ Santa Cruz Biotechnology, SMP-14） 
1:1000 希釈  
anti-  phospho-GSK-3!（ clone D75D3） rabbit  polyclonal antibody （ Cell 
Signaling, #5676）  1:1000 希釈  
anti-GSK-3!（ clone 3D10）rabbit  polyclonal antibody （Cell Signaling, #9832S）  
1:1000 希釈  
anti-  phospho-p70 S6 kinase（ Thr389） rabbit  polyclonal antibody （ Cell 
Signaling,  #9305）  1:1000 希釈  
anti-p70 S6 kinase（ clone 49D7）  rabbit  polyclonal antibody （Cell Signaling,  
#2708S）  1:1000 希釈  
anti-  phospho-S6 Ribosomal Protein（ Ser240/244） （ clone D68F8） rabbit  
polyclonal antibody （Cell Signaling,  #5364）  1:1000 希釈  
anti-  phospho-4E-BP1（ Thr37/46）（ clone 236B4） rabbit  polyclonal antibody 
（Cell Signaling,  #2855S）  1:1000 希釈  
anti-4E-BP1 rabbit  polyclonal antibody （Cell Signaling,  #9452）  1:1000 希
釈  
anti-PHLDA3 goat polyclonal antibody （Abcam）  1:2000 希釈  
anti-HIF-1$  rabbit  monoclonal antibody （Abcam, Ab179483）  1:1000 希釈  
anti-!-actin mouse monoclonal antibody （ Santa Cruz Biotechnology）  1:2000
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希釈  
 
	 翌日、 TBS-Tween20（ 0.05 %）でメンブレンを洗浄（ 5 分間振盪 x 6 回）
し、用いた一次抗体の由来する動物種に適した二次抗体を二次抗体希釈液
（組成は以下に記載）で希釈し、室温で 4 時間メンブレンと反応させた。  
<TBS-Tween20（ 0.05 %） > 
NaCl               87.66 g 
1 M Tris-HCl pH 8.0   100 mL 
Tween 20              5 mL 
以上を milliQ で 10 L にした。  
 
<二次抗体希釈液 > 
80 % PBS-Tween20（ 0.1 %）  
20 % Blocking One （ナカライテスク、 3953-95）  
 
<二次抗体 > 
ECLT M Anti-mouse IgG, Horseradish Peroxidase l inked whole antibody （ from 
sheep）  （GE Healthcare,  NA931V）  1:2000 希釈  
ECLT M Anti-Rabbit  IgG, Horseradish Peroxidase l inked whole antibody （ from 
donkey）  （GE Healthcare,  NA934V）  1:2000 希釈  
rabbit  anti-goat IgG-HRP （ sc-2768）  （ Santa Cruz Biotechnology）  1:4000
希釈  
 
	 TBS-Tween20（ 0.05 %）でメンブレンを洗浄（ 10 分間振盪 x 3 回）した。
その後、 TBS でメンブレンを 10 分間振盪した。メンブレンを Western 
LightingT M Chemiluminescence Reagent Plus （ ParkinElmerT M Life science, Inc.）
と 1 分間反応させ、 ImageQuant LAS 4000mini （GE Healthcare）  で化学発
光を取り込み、 ImageQuant TL （GE Healthcare）  により化学発光を定量化
した。  
<TBS> 
NaCl                8.77 g 
1 M Tris-HCl pH 8.0    10 mL 
以上を milliQ で 1 L にした。  
 
2.14 ブドウ糖負荷試験  
	 一晩で絶食（絶食時間： 16 時 ~翌日 12 時）させた 10 ヶ月齢の野生型オ
スマウス（平均体重： 39 g）及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損オスマウス（平
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均体重： 37 g）に、 2 mg/g body weight になるように、フィルター滅菌した
1 g/mL のブドウ糖溶液を 25 G の針と 1 mL のシリンジを用いて腹腔注射で
投与した。投与後、15、30、45、60、90、120 分でマウスの尾静脈から 2 "L
程度採血し、Glucose pilot   （Aventier Biotech）  を用いて血糖値を測定し
た。  
 
2.15 ストレプトゾトシン（ streptozotocin）投与   
	 11-22 週齢の野生型及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損のオスマウスに 50 mg /  
kg 体重の 50 mM クエン酸緩衝液（ pH 4.5）（組成は下記に記載）に溶かし
たストレプトゾトシン（ Sigma-Aldrich, S0130-50MG）を腹腔注射で連続 5
日間毎日投与した。  92、 93、 99、及び 100 日目にマウスを解剖した。  
<50 mM クエン酸緩衝液  pH 4.5> 
クエン酸                       480.5 mg 
クエン酸ナトリウム	 	 	 	 	 	 661.8 mg 
上記を milliQ で全量 100 mL にし、オートクレーブした。  
 
2.16 低酸素培養  
	 野生型及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスからランゲルハンス島を単離
し、得られたそれぞれの遺伝子型のランゲルハンス島を 37 °C の正常酸素
（ 5 %の CO2、 20 %の O2）または低酸素（ 5 %の CO2、 1 %の O2）の条件下
（Kaida et al . ,  2012）で 6 時間培養した。低酸素培養の場合では、BIONIX-1
低酸素培養キット（ Sugiyama-Gen Co.、Ltd.）を用いた。キットに付属して
いるガス濃度調節剤で O2を吸収し、低酸素環境を創出した。培養したラン
ゲルハンス島を 1#PBS でリンスし、2.12 のタンパク質抽出法でタンパク質
抽出し、ウェスタンブロッティングに用いた。  
 
2.17 統計解析  
	 本論文で用いた統計解析は、全て Student t  test に基づいており、 p<0.05
の時有意差があると判断した。また、データは ± SD もしくは ± SEM を表示
している。  
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第 3 章  結果  
 
3.1 PHLDA3 遺伝子欠損マウスモデルの解析  
3.1-1  PHLDA3 遺伝子欠損マウスのランゲルハンス島では Akt の活性化
が上昇する  
	 前述のように、 in vitro の実験により、PHLDA3 は Akt の活性化を抑制す
る機能を持つことが示された。また、ヒトの膵臓 NET において PHLDA3 遺
伝子は LOH 及びメチル化という 2-hit によって不活性されることが明らか
になった。そこで、 in vivo で PHLDA3 遺伝子の機能欠損による影響を調べ
るため、 PHLDA3 遺伝子欠損マウス（ Frank et al . ,  2002）を用いて実験を行
った。過去の知見により、マウス膵臓ランゲルハンス島細胞において Akt
が恒常的に活性化したことでランゲルハンス島細胞の増殖が亢進すること
が分かった（Bernal-Mizrachi et  al . ,  2001）。ランゲルハンス島細胞の増殖制
御に Akt の活性化が非常に重要であることが考えられる。一方、 PHLDA3
は Akt の活性化を抑制するため、 PHLDA3 遺伝子欠損マウスの膵臓ランゲ
ルハンス島細胞では Akt が異常に活性化していることが考えられる。そこ
で、 10-25 週齢の野生型及び PHLDA3 ホモ欠損オスマウスの膵臓からラン
ゲルハンス島を単離してタンパク質を抽出し、Akt の活性化の指標である
リン酸化 Akt のレベルを検討したところ、野生型マウスから単離したラン
ゲルハンス島と比較し、 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスのランゲルハンス
島では Akt の活性化レベルが上昇していることが示された。また、Akt の
基質 p70 S6 Kinase、S6 Ribosomal Protein、GSK-3!、MDM2 のリン酸化レベ
ルについてもウェスタンブロッティングにより検討した。その結果、野生
型マウスと比べ、 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスのランゲルハンス島にお
いて p70 S6 Kinase、S6 Ribosomal Protein、GSK-3!、MDM2 のリン酸化レベ
ルが上昇したことがわかった（図 3 A, B）。以上の結果から、 PHLDA3 遺
伝子ホモ欠損マウスのランゲルハンス島では Akt の活性化レベルが上昇し
ていることが分かり、 PHLDA3 がマウスのランゲルハンス島において Akt
の活性化を抑制することが明らかになった。  
 
3.1-2 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの膵臓ランゲルハンス島では細胞
が異常に増殖する  
	 Akt 及び Akt 経路下流の基質の活性化により、細胞の増殖が亢進するこ
とが知られている。そこで、細胞の増殖マーカーである Ki67 抗体を用い、
組織免疫染色法により膵臓切片を染色した。野生型マウスのランゲルハン
ス島では、Ki67 陽性細胞がほとんど見られなかったが、 PHLDA3 遺伝子ホ
モ欠損マウスのランゲルハンス島では複数個の Ki67 陽性細胞が観察され  
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図 3  PHLDA3遺伝子欠損マウスの膵臓ランゲルハンス島では Akt経路
の活性が上昇する（Ohki et  al . ,  PNAS ,  2014 より改変）  
A.  10-25 週齢の野生型（ 2 匹）及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウス（ 2 匹）
からランゲルハンス島を単離し、一晩 CMRL 培養液（ 10 % FBS, 1 % 
Penicill in K, 1 % Streptomycin sulfate,  4  mM L-Glutamine を含む）で培養
し、Akt の活性を検討した。Akt の活性化の指標である p-Akt をウェス
タンブロッティングによって解析し、トータル Akt の量で補正した。  
B.  10-25 週齢の野生型（ 2 匹）及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウス（ 2 匹）
からランゲルハンス島を単離し、一晩 CMRL 培養液（ 10 % FBS, 1 % 
Penicill in K, 1 % Streptomycin sulfate,  4  mM L-Glutamine を含む）で培養
し、Akt 下流因子の活性を検討した。Akt 下流因子である p-p70 S6 Kinase、
p-S6 Ribosomal Protein、p-GSK-3! 及び p-MDM2 をウェスタンブロッテ
ィングによって解析した。補正として !-actin を用いた。  
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た。また、全ランゲルハンス島細胞に対する Ki67 の陽性細胞率を調べた結
果、PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの Ki67 陽性細胞率が有意に上昇したこ
とが分かった（図 4 A, B）。この事から、 PHLDA3 遺伝子の機能欠損によ
りランゲルハンス島細胞が異常に増殖することが示された。  
 
3.1-3 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの膵臓ランゲルハンス島では過形
成が観察される  
	 ランゲルハンス島細胞が異常に増殖することによるランゲルハンス島大
きさの変化について検討した。 10 ヶ月齢（ 39-49 週齢）のオスの野生型及
PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスから摘出した膵臓をホルマリンで固定し、
パラフィン包埋した後、薄切を作製し、ヘマトキシリン・エオシン（以下
HE と略する）染色を行った。その後、ランゲルハンス島の大きさを定量し
たところ、野生型と比べ、 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスのランゲルハン
ス島の平均サイズは有意に大きくなっていることが分かった（図 5 A, B）。
また、HE 染色切片を観察したところ、細胞核が並んだ細い索状配列という
柵状及び細胞が放射状、螺旋状に配列したロゼット状のような NET の典型
的な組織像が認められなかった。つまり、 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウス
のランゲルハンス島では 10 ヶ月齢で過形成が生じることが示された。一方、
21-31 週齢の野生型及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスにおいて、ランゲ
ルハンス島の平均サイズは同等であることが示された（Ohki et  al . ,  2014）。
以上のことより、31 週齢以後から PHLDA3 機能喪失によるランゲルハンス
島の過形成が認められることが示唆された。  
 
3.1-4 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスではグルコースの代謝能力が上昇
する  
	 ランゲルハンス島細胞が増殖していることから、インスリン過剰分泌に
伴い、血糖値が低下していると考え、糖代謝能力を評価する糖負荷試験を
行なった。グルコース投与前後の血糖値の差を確認したところ、野生型マ
ウス及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスにおいて、グルコース投与による
血糖値の上昇が確認された。また、野生型マウスと比べ、 PHLDA3 遺伝子
ホモ欠損マウスの血糖値が有意に低下することが示された（図 6）。一方、
糖負荷後 60 分時に、マウス血中インスリン濃度を測定したところ、野生型
マウスと比べ、 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの血中インスリン濃度が上
昇する傾向が示された（未発表データ）。以上の結果から、 PHLDA3 の機
能喪失により糖代謝能力が有意に上昇することが明らかになった。  
 
3.1-5 PHLDA3 遺伝子欠損マウスにおいてはランゲルハンス島のアポト  
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図 4	 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの膵臓ランゲルハンス島では細
胞が異常に増殖する（Ohki et  al . ,  PNAS ,  2014 より引用）  
A.  膵臓ランゲルハンス島の HE 染色図及び増殖細胞の染色図。 10 ヶ月齢
（ 39-49 週齢）の野生型及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの膵臓ラン
ゲルハンス島切片を用い、HE 染色を行った。さらに、連続のランゲル
ハンス島切片を用いて Ki67 抗体、ヘマトキシリン（対比染色）で染色
し、Ki67 陽性である細胞を検出した。  
B.  10 ヶ月齢（ 39-49 週齢）の野生型マウス（オス、 5 匹）及び PHLDA3
遺伝子ホモ欠損マウス（オス、5 匹）のランゲルハンス島における Ki67
陽性細胞率を定量したグラフである（  n：マウスの匹数）。野生型マウ
ス 5 匹の合計 367 個ランゲルハンス島の細胞数（ヘマトキシリンで青
色に染めた核の数）及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウス 5 匹の合計 419
個ランゲルハンス島の細胞数をカウントした。次に、それぞれの遺伝
子型マウスの全てのランゲルハンス島における Ki67陽性細胞の数をカ
ウントした。Ki67 陽性細胞の割合は Ki67 陽性細胞数をランゲルハンス
島の細胞数で割ることで計算した。 5 匹ずつの野生型及び PHLDA3 遺
伝子ホモ欠損マウスの Ki67 陽性細胞率の平均値をグラフで示した。野
生型及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの間で比較した（ ** p<0.01）。 
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図 5 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスではランゲルハンス島の過形成が
認められる（Ohki et  al . ,  PNAS ,  2014 より改変）  
A.  10 ヶ月齢（ 39-49 週齢）の野生型及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウス
膵臓ランゲルハンス島の HE 染色図。PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスで
は、ランゲルハンス島の過形成が認められた。また、過形成のランゲ
ルハンス島は正常な組織像を示した。  
B.  膵臓ランゲルハンス島の面積は、HE 染色した膵臓切片から計算した
（ n：マウスの匹数）。 17 匹ずつの 10 ヶ月齢（ 39-49 週齢）の野生型及
び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの全ての膵臓ランゲルハンス島の面
積を解析アプリケーションである HistoQuest で測定した。各大きさ範
囲内のランゲルハンス島数が全ランゲルハンス島数に占める割合を計
算した。野生型及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの間で比較した（ * 
p<0.05）。  
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図 6 糖負荷実験（ GTT）（Ohki et  al . ,  PNAS ,  2014 より改変）  
	 n で示された数の 10 ヶ月齢（ 39-49 週齢）の野生型及び PHLDA3 遺伝子
欠損のオスマウスを一晩絶食させ、腹腔注射でグルコース（ 2 mg/g 体重）
を投与した。その後、経時的に血糖値測定機器 Glugose Pilot を用いてマウ
スの血糖値を測定した。野生型及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの間で
比較した（ ** p<0.01）。  
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ーシス抵抗性が認められる  
	 Akt 経路の活性化は細胞のアポトーシスと関与することが知られている。ス
トレプトゾトシン（ streptozotocin: 以下 STZ と略する）は  glucosamine の  
N-nitroso 誘導体であり、膵臓ランゲルハンス島 ! 細胞特異的にアポトーシ
スを誘導する（ Lenzen et al . ,  2008, Yang et al . ,  2010）。  
	 先行研究により、単離したラットランゲルハンス島細胞に STZ を処理す
ると、アポトーシスが誘導されることが示された。一方、 PHLDA3 をノッ  
クダウンすることにより、アポトーシスの誘導が減弱することが示された
（Ohki et  al . ,  2014）。また、12-13 週齢及び 21-31 週齢の野生型及び PHLDA3
遺伝子ホモ欠損のオスマウスにおいて、ランゲルハンス島の平均サイズに
有意な差はないことが示された（Ohki et  al . ,  2014）。以上の知見を受け、
11-22 週齢の野生型及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損のオスマウスに STZ を投
与した。その結果、 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスでは野生型マウスと比
べ、有意に血糖値の上昇が抑えられたこと、ランゲルハンス島 ! 細胞の減
少が抑制されたことが分かった（図 7 A, B, C）。以上の結果から、PHLDA3
遺伝子の機能欠損によりランゲルハンス島細胞はアポトーシス抵抗性を獲
得していることが示された。  
 
3.1-6 PHLDA3 遺伝子欠損は膵臓ランゲルハンス島細胞の低酸素抵抗性
の獲得に寄与する 	  
	 糖尿病治療のための膵臓ランゲルハンス島の移植時の低酸素などのスト
レスにより、移植後のランゲルハンス島細胞の生着率が低下していること
が知られている（ Fiorina et  al . ,  2008）。ランゲルハンス島細胞における
PHLDA3 機能の欠損は、ランゲルハンス島細胞の増殖亢進と過形成の誘発、
及びアポトーシス抵抗性の獲得につながるが、膵臓 NET の発症には至らな
い。つまり、 PHLDA3 機能を抑制したランゲルハンス島細胞は、アポトー
シス抵抗性を獲得しているががん化はしていないため、 PHLDA3 機能を抑
制したランゲルハンス島を用いることで移植後のランゲルハンス島細胞の
生着率が向上することが期待される。ランゲルハンス島細胞の生着率向上
の可能性を検証するため、 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスから膵臓ランゲ
ルハンス島を単離し、正常及び低酸素ストレス状態下で培養した後、タン
パク質を抽出してウェスタンブロッティングにより Akt 経路の活性化レベ
ルを検討した。定常状態下で培養した PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスのラ
ンゲルハンス島では、野生型ランゲルハンス島と比べて Akt 活性が上昇し、
Akt 経路の下流にある HIF-1$ の発現量が上昇した（図 8 A, B）。また、低
酸素下で培養した PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスのランゲルハンス島では
Akt の活性化がさらに上昇し、それに伴って HIF-1$ の発現量も上昇した  
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図 7	  PHLDA3 遺伝子欠損は ! 細胞のアポトーシス抵抗性を引き起こ
す（Ohki et  al . ,  PNAS ,  2014 より引用）  
A.  ストレプトゾトシン（ STZ）投与実験のスケジュール。  
B.  STZ（ 50 mg/kg 体重）を投与した 11-22 週齢の野生型（ 3 匹）及び PHLDA3
遺伝子欠損マウス（ 3 匹）における $ 細胞と ! 細胞の分布（ n：マウス
の匹数）。それぞれのマウス膵臓切片をインスリン（赤色： ! 細胞のマ
ーカー）とグルカゴン（緑色：$ 細胞のマーカー）抗体で染色し、代表
的な写真を示した。各マウスにおいて生き残っている全ての $ 細胞と !
細胞の面積を計算した。野生型及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの
間で比較した（ * p<0.05）。  
C.  STZ（ 50 mg/kg 体重）を投与した 11-22 週齢の野生型及び PHLDA3 遺伝
子欠損オスマウスの定常時の血糖値を測定した（ n：マウスの匹数）。
示された匹数の野生型または PHLDA3 遺伝子欠損マウスを用い、 STZ
を腹腔注射で 5 日間連続投与した。定常時の血糖値は、 STZ 投与後の
異なる時点（図 7 A）で測定した。野生型及び PHLDA3 遺伝子欠損マ
ウスの間で比較した（ * p<0.05; ** p<0.01）。  
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（図 8 A, B）。HIF-1$ は、 glucose transporter による糖の細胞内への取り込
み、 解糖系代謝反応、細胞増殖と血管新生に関わる VEGF シグナル経路な
どの促進に寄与することが知られている（ Semenza et al . ,  2000）。 PHLDA3
機能喪失による HIF-1$ 発現量の上昇は、酸素供給不足状態による細胞死を
回避し、細胞の生存率を向上させることが考えられる。また、Akt 経路下
流の基質である GSK-3!、MDM2、そして mTOR のターゲットである p70 S6 
Kinase 及び 4E-BP-1 のリン酸化レベルについてもヴェスタンブロッティン
グにより検出した。その結果、野生型マウスのランゲルハンス島と比べ、
定常及び低酸素状態下で培養した PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスのランゲ
ルハンス島における GSK-3!、MDM2 及び p70 S6 Kinase のリン酸化レベル
が上昇したことが示された（図 8 C）。以上のことから、PHLDA3 機能欠損
ランゲルハンス島では定常状態から上昇している Akt 活性が、低酸素に応
答してより強く上昇することが分かった。  
	 以上の結果より、 PHLDA3 遺伝子の機能欠損はランゲルハンス島の単離
行程から移植にかけての低酸素状態に対する抵抗性を獲得することに貢献
し、ランゲルハンス島細胞の生着率を高めることに寄与すると考えられる。 
 
3.2 ヒト直腸 NET における PHLDA3 遺伝子の LOH 有無の解析  
3.2-1 直腸 NET 患者及び腫瘍の臨床病理学的特徴  
	 先行研究により、ヒトの肺、膵臓の NET において、PHLDA3 遺伝子の LOH 
が高頻度に認められ、がん抑制遺伝子として機能することが明らかになっ
た（Ohki et  al . ,  2014）。そこで、本研究はさらに様々な臓器に発症する NET
の中でも発症頻度が 2 番目である直腸 NET に着目して PHLDA3 遺伝子の機
能解析を行った。  
	 国立がん研究センター東病院において 79 症例の直腸 NET を収集した。
収集した直腸 NET 症例の男女比について調べたところ、男女差があり、男  
性患者の数（ n = 58）が女性患者の数（ n = 21）の 2.8 倍であることが分か
った（表 1）。女性より男性の方が直腸 NET に罹患しやすい傾向が見られ
た。  
	 収集した全ての直腸 NET 症例はアジア人の患者由来であり、平均年齢は
58.5 歳であることが分かった（表 1）。直腸 NET は自覚症状がないため、
他の病気で受診する時に発見されるケースが多く、年齢が比較的高齢であ
る。  
	 米国がん合同委員会である AJCC（American Joint committee on cancer）は、
腫瘍のサイズ（ Tumor size: T）、周囲のリンパ節への侵襲度（ Lymph Nodes 
affectd: N）、遠隔転移の有無（Metastases: M）によってがんの病期を 4 ス
テージと分類した。ステージ I は腫瘍転移の兆候がない病期であり、ステ  
 38 
 
図 8 PHLDA3 遺伝子の機能欠損はランゲルハンス島細胞の Akt 経路の
活性化を介する低酸素抵抗性の獲得に寄与する（ Sakata et  al . ,  Plos One ,  
2017 より改変）  
A.  定常状態と低酸素状態において野生型及び PHLDA3 遺伝子欠損マウス
から分離したランゲルハンス島における HIF-1$ の活性化レベルをウェ
スタンブロッティングによって検討した。補正として !-actin を用いた。
（N: Normoxia,  H: Hypoxia,  W: Wild type, K: PHLDA3 KO）  
B.  定常状態と低酸素状態において野生型及び PHLDA3 遺伝子欠損マウス
から分離したランゲルハンス島における Aktの活性化レベルを検討した。
p-Akt の発現レベルをウェスタンブロッティングによって解析し、トー
Condition:       N          H 
Genotype:    W   K   W   K
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Genotype:    W   K   W   K
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β
β
β
β
β
β
β
β
A B
C
p-MDM2 p-GSK-3β
p-S6K p-4E-BP1
Total GSK-3β
Total S6K
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Total MDM2
Total 4E-BP1
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Condition:        N      ?    H 
Genotype:     W   K    W   K
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-actin
-actin
-actin
-actin
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Condition:        N      ?    H 
Genotype:     W   K    W   K
Condition:        N      ?    H 
Genotype:     W   K    W   K
Condition:        N      ?    H 
Genotype:     W   K    W   K
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タル Akt の量で補正した。（N: Normoxia,  H: Hypoxia,  W: Wild type, K: 
PHLDA3 KO）  
C.  定常状態と低酸素状態において分離したランゲルハンス島における Akt
下流因子の活性化レベルを検討した。Akt 下流因子である p-MDM2、  
p-GSK-3!、 p-p70 S6 Kinase 及び p-4EB-P1 の発現レベルをウェスタンブ
ロッティングによって解析した。補正として !-actin を用いた。（ N: 
Normoxia,  H: Hypoxia,  W: Wild type, K: PHLDA3 KO）  
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ージ II は腫瘍が隣接のリンパ節に転移したが、他の臓器や組織にはまだ侵
入していない病期であり、ステージ III は腫瘍が隣接のリンパ節に転移し、
且つ他の臓器や組織に侵入した病期であり、ステージ IV は腫瘍の遠隔転移
が見られた病期である。また、 T1-T4 は原発性腫瘍のサイズと広がりの程
度を示し、N1-N3 は局所リンパ節への浸潤度を表示する。これらの指標に
よって収集した直腸 NET 症例を分類すると、全体の 83.5 %（ 66 症例）は
AJCC ステージ I であり、 1 症例のみがステージ IV で大動脈遠位リンパ節
転移を有することが分かった（表 1）。さらに、全体の 92.4 %（ 73 症例）
は T1 であり、全体の 12.7 %（ 10 症例）においてリンパ節転移が認められ、
N1 と診断された（表 1）。  
	 収集した直腸 NET の腫瘍サイズについて調べたところ、10 mm 未満が全  
体の 64.6 %（ 51 症例）、 10-20 mm が全体の 26.6 %（ 21 症例）、そして 20 
mm 以上が全体の 8.9 %（ 7 症例）であり、全体の平均腫瘍サイズは 9.6 mm
であることが分かった（表 1）。  
	 また、腫瘍の悪性度について調べたところ、核分裂指数が 2 以下の症例
は全体の 93.7 %（ 74 症例）であり、核分裂指数が 2〜 20 である症例は全体
の 6.3 %（ 5 症例）であることがわかった。さらに、Ki67 陽性細胞率が 2 %
以下の症例は全体の 97.5 %（ 77 症例）であり、3-20 %の症例は全体の 2.5 %
（ 2 症例）であることがわかった。核分裂指数と Ki67 陽性細胞率のデータ
を合わせると、収集した直腸 NET 症例の 91.1 %（ 72 症例）は 2010 年の
WHO 分類による定義された G1 の腫瘍であり、 8.9 %（ 7 症例）は G2 の腫
瘍であることが分かった（表 1）。  
	 さらに、リンパ節への浸潤は全体の 16.5 %（ 13 症例）で認められ、そし
て静脈への浸潤は 27.8 %（ 22 症例）で認められることも分かった（表 1）。  
	 収集した直腸 NET症例中、長期観察に渡って再発した症例が全体の 3.8 %
（ 3 症例）を占めており、全体の 30.4 %（ 24 症例）において直腸 NET の検
出と同時に他の幾つかの腫瘍も検出された（表 1）。  
 
3.2-2 直腸 NET における PHLDA3 遺伝子の LOH  
	 肺、膵臓の NET において、 PHLDA3 遺伝子の LOH が高頻度に認められ
ることが明らかになった（Ohki et  al . ,  2014）。そこで、同じ NET というが
ん種に所属する直腸 NETにおいて PHLDA3遺伝子にヘテロ接合性が保たれ
ているかを検討した。 PHLDA3 遺伝子近傍のマイクロサテライトマーカー
を用いてヒト直腸 NET における PHLDA3 遺伝子 LOH 有無の解析を行った。
その結果、 60 %（ 33/55）という高頻度に PHLDA3 遺伝子座の LOH が検出
された（表 1, 図 9 A, B, C）。また、男性が 61.9 %（ 26/42）、女性が 53.8 %
（ 7/13）の頻度で PHLDA3 遺伝子の LOH を検出し、男女の間に PHLDA3 遺  
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表 1 ヒト直腸 NET の臨床病理学的特徴（Kojima, Chen et al . ,  Scientif ic 
Reports ,  in press より引用）  
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図 9 ヒト直腸 NET において PHLDA3 遺伝子の LOH が高頻度に認めら
れる（Kojima, Chen et al . ,  Scientif ic Reports ,  in press より引用）  
A.  PHLDA3 遺伝子と近傍のマイクロサテライトマーカーの位置を示した。 
B.  PHLDA3 遺伝子近傍のマイクロサテライトマーカーを用いた LOH 解析
の代表的な結果を示した。正常組織では、対立遺伝子に由来する 2 つ
のピークが検出された。しかし、腫瘍腫瘍では、 2 つのピークのうち、
1 つのピークが消失・減弱した（オレンジ色の矢印で示した）。  
C.  PHLDA3 遺伝子座近傍の 6 つのマイクロサテライトマーカーを用い、
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79 症例の直腸 NET のうち、十分な解析可能の DNA 量がある 74 症例の
LOH 解析を行った。 PHLDA3 遺伝子座に最も隣接している D1S306 に
LOH が認められた場合、PHLDA3 遺伝子座に同時に LOH が起きている
と判断した。D1S306 で結果が得られない場合はその他のマイクロサテ
ライトマーカーの LOH を調べ、LOH またはヘテロ接合性を保っている
と判断した。（ピンク色： PHLDA3 遺伝子座に LOH が起きている	 水
色： PHLDA3  遺伝子座のヘテロ接合性が保持されている	 灰色：正常
組織に 1 つのピークしか現れないため、 LOH の判断が不可能である	 
黄色：マイクロサテライトマーカーが不安定である	 緑色：DNA の増
幅が認められない  白色：未解析）  
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伝子 LOH の差が認められなかった（表 2）。このことから、直腸 NET にお
ける PHLDA3 遺伝子の LOH に性別による違いがないことが示された。  
	 PHLDA3 遺伝子 LOH を伴った患者の平均受診年齢は 60 歳であり、 LOH
のない患者の平均受診年齢は 56.4 歳であることが分かった（表 2）。腹痛
や下痢などの症状により受診して直腸 NETの発症が認められる患者が多い
ため、受診年齢に大きな差がないことから、直腸 NET 患者の自覚症状の有
無に PHLDA3 遺伝子 LOH が寄与しないことが考えられる。  
	 PHLDA3 遺伝子 LOH のある直腸 NET 症例の平均腫瘍サイズは 9.5 mm で
あり、 LOH のない症例の平均腫瘍サイズは 9.1 mm であることが分かった
（表 2）。 PHLDA3 遺伝子の LOH を伴った症例の腫瘍サイズがやや大きい
傾向が観察された。  
	 さらに、 2010 年 WHO の病理組織分類によって直腸 NET の悪性度と
PHLDA3 遺伝子 LOH との関連性について調べた。その結果、 2010 年 WHO
の病理組織分類 G1 の症例において PHLDA3 遺伝子 LOH の頻度が 60 %
（ 30/50）であり、G2 の症例において PHLDA3 遺伝子 LOH の頻度が 60 %
（ 3/5）であることが分かった（表 2）。しかし、今回収集した直腸 NET 症
例では、G2 の症例数が少ないため、今後 G2 以上の悪性度が高い直腸 NET
を中心として収集し、解析する必要があると考えられる。  
	 リンパ節浸潤が観察された症例において、PHLDA3 遺伝子の LOH は 50 %
（ 5/10）の頻度で認められ、リンパ節浸潤のない症例において PHLDA3 遺
伝子 LOH の頻度は 62.2 %（ 28/45）であり、リンパ節浸潤の有無に PHLDA3
遺伝子の LOH 頻度の差がないことが分かった（表 2）。また、静脈浸潤が
観察された症例において、PHLDA3 遺伝子の LOH は 56.3 %（ 9/16）の頻度
で認められ、静脈浸潤のない症例において、PHLDA3 遺伝子 LOH の頻度は
61.5 %（ 24/39）であり、静脈浸潤の有無にも PHLDA3 遺伝子の LOH 頻度
の差がないことが分かった（表 2）。以上のことから、 PHLDA3 遺伝子の
LOH はリンパ節・静脈転移に寄与しないことが明らかになった。  
 
3.2-3 直腸 NET における MEN1 遺伝子の LOH  
	 前述のように、散発性の膵臓 NET において MEN1 遺伝子の LOH が高頻
度に認められることが報告されている。しかし、これまでに直腸 NET と
MEN1 遺伝子間の関連性は明らかになっていない。そこで、MEN1 遺伝子近
傍のマイクロサテライトマーカーを用いて直腸 NET における MEN1 遺伝子
の LOH 頻度について調べた。その結果、66.7 %（ 30/45）の高頻度で MEN1
遺伝子の LOH が検出された（表 1, 図 10 A, B, C）。さらに、性別で分ける
と、男性が 72.7 %（ 24/33）、女性が 50 %（ 6/12）の頻度で MEN1 遺伝子の
LOH を検出し、統計上有意な差ではないが、男性において MEN1 遺伝子の
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LOH 頻度が高い傾向が見られた（表 2）。  
	 MEN1 遺伝子 LOH がある患者の平均受診年齢は 58.3 歳であり、 LOH が
ない患者の平均年齢は 51.3 歳であることが分かった（表 2）。受診年齢に
大きな差がないことより、MEN1 遺伝子の LOH は PHLDA3 遺伝子の LOH
と同じように直腸 NET の自覚症状に与える影響がないことが考えられる。 
	 腫瘍サイズにおいて、MEN1 遺伝子 LOH のある症例の平均腫瘍サイズは
9.4 mm であり、LOH のない症例の平均腫瘍サイズは 10.1 mm であることが
分かった（表 2）。MEN1 遺伝子の LOH による腫瘍大きさの変化がないこ  
とが示され、MEN1 遺伝子の LOH は直腸 NET の悪性度と関連しないことが
考えられる。  
	 さらに、MEN1 遺伝子 LOH が直腸 NET の悪性度に与える影響について
2010 年 WHO の病理組織分類で調べた結果、G1 の症例において MEN1 遺伝
子 LOH の頻度が 86.7 %（ 26/40）であり、G2 の症例において MEN1 遺伝子
LOH の頻度が 80 %（ 4/5）であることが分かった（表 2）。以上のことから、
MEN1遺伝子 LOH有無は直腸 NETの悪性度と関連しないことが示唆された。 
	 リンパ節浸潤及び静脈浸潤を伴った症例における MEN1遺伝子の LOH 頻
度はそれぞれ 75 %（ 6/8）、66.7 %（ 10/15）であり、浸潤のない症例の MEN1
遺伝子の LOH の頻度は 64.9 %（ 24/37）、 66.7 %（ 20/30）であり、リンパ
節浸潤及び静脈浸潤における MEN1遺伝子の LOH 頻度の差が認められない
ことが示された（表 2）。以上のことから、 PHLDA3 遺伝子の LOH と同様
に MEN1 遺伝子の LOH はリンパ節・静脈転移に関与しないことが明らかに
なった。  
 
3.2-4 直腸 NET のリンパ節転移、再発及び多発がんの検出に関連する
臨床病理学的特徴  
	 収集した 79 症例の直腸 NET 中、全体の 12.7 %（ 10 症例）においてリン
パ節の転移が認められた。その中、男性症例は 7 症例であり、女性症例は
3 症例であり、統計上性別に差がないことが示された（表 3）。年齢におい
て、リンパ節転移を伴った症例の平均年齢は 57.9 歳であり、リンパ節転移
のない症例の平均年齢は 58.6 歳であることが分かった（表 3）。年齢はリ
ンパ節転移に関与しないことが明らかになった。また、リンパ節転移を伴
った症例において、PHLDA3 遺伝子は 33.3 %の頻度で、MEN1 遺伝子は 75 %
の頻度で LOH が認められたが、両者の LOH とリンパ節転移の有無は関連
しないことが示された（表 3）。さらに臨床病理学的特徴とリンパ節転移
の有無との関連性を詳細に解析したところ、大部分のリンパ節転移を伴っ
た症例は、腫瘍サイズが  10 mm 以上である、リンパ節への浸潤及び静脈へ
の浸潤を有することが明らかになった（表 4）。1 つのリンパ節転移のある  
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表 2 PHLDA3 及び MEN1 遺伝子 LOH の有無と直腸 NET 臨床病理学的
特徴との関連性（Kojima, Chen et  al . ,  Scienti f ic  Reports ,  in  press より引用） 
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図 10 ヒト直腸 NET において MEN1 遺伝子の LOH が高頻度に認めら
れる（Kojima, Chen et al . ,  Scientif ic Reports ,  in press より引用）  
A.  MEN1 遺伝子と近傍のマイクロサテライトマーカーの位置を示した。  
B.  MEN1 遺伝子近傍のマイクロサテライトマーカーを用いた LOH 解析の
代表的な結果を示した。正常組織では、対立遺伝子に由来する 2 つの
ピークが検出された。しかし、腫瘍腫瘍では、 2 つのピークのうち、 1
つのピークが消失した（オレンジ色の矢印で示した）。  
C.  MEN1 遺伝子座近傍のマイクロサテライトマーカーD11S4940 を用い、
79 症例の直腸 NET のうち、十分な解析可能の DNA 量がある 74 症例の
LOH 解析を行った。D1S4940 に LOH（オレンジ色）が認められた場合、
MEN1 遺伝子座に LOH（オレンジ色）が起きている、D1S4940 に LOH
が認められない場合（水色）、MEN1 遺伝子座のヘテロ接合性が保持さ
れている（MEN1 Hetero）（水色）と判断した。  
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表 3 リ ン パ 節 転 移 の 有 無 と 直 腸 NET 臨 床 病 理 学 的 特 徴 と の 関 連 性
（Kojima, Chen et al . ,  Scientif ic Reports ,  in press より引用）  
 
 
表 4 リンパ節転移を伴った直腸 NET 症例の臨床病理学的特徴（Kojima, 
Chen et  al . ,  Scientif ic Reports ,  in press より引用）  
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症例について腫瘍サイズが 10 mm 未満であるが、リンパ節及び静脈への浸
潤が観察された（表 4）。リンパ節転移が多発がんの検出には関与しない
ことが示されたが、リンパ節転移を伴った症例はがんの再発率が有意に高
く、リンパ節転移のある患者は切除後の再発の危険性が高いことが明らか
になった（表 3）。  
	 本研究で用いた直腸 NET 症例の平均追跡調査は 5.9 年であり、経過観察
中に 3 人の患者が腫瘍を再発し、その中の 2 人が直腸 NET で死亡した（表  
1）。これらの再発症例は、2010 年の WHO 病理組織学分類の G2 に相当し、
PHLDA3 遺伝子の LOH が生じていることが分かった（表 5）。そして、リ
ンパ節転移は、再発した 3 症例のうち 2 症例で認められた。また、再発し
た 3 症例のうち 2 症例は肝転移を呈し、1 症例は局所転移を認めた（表 5）。
これらの再発症例における切除後から再発までの時間は、それぞれ 4.9 年、
5.2 年及び 7.1 年であり、全ての再発は NET 切除後 3 年以上に起きたこと
が分かった（表 5）。  
	 また、多発がんの検出を伴った直腸 NETの臨床病理学的特徴を検討した。
30.4 %（ 24 症例）の直腸 NET において NET 以外の多数のがんが検出され
た（表 1）。具体的には、多発性大腸がんが 10 症例、胃がんが 4 症例、食
道がんが 3 症例、肺がんが 3 症例、前立腺がんが 2 症例、肝がんが 2 症例
直腸 NET と合併したことが分かった（表 6）。また、多発がんの症例中、5
症例（胃と結腸が 2 例、結腸直腸と肺が 2 例、食道と胃が 1 例）において
2 つの臓器に多数の病変が生じたことが分かった。そして、1 症例において
皮膚、腎臓、膵臓、乳房という多臓器に病変が生じたことが分かった。さ
らに、もう 1 症例において胃消化管間質腫瘍が発見された（表 6）。また、
多発がんを伴った 24 症例中、直腸 NET と同時に発見されたのは 15 症例で
ある。一方、 9 症例は直腸 NET を切除する前の 6 ヶ月間に検出されたもの
であり、 4 症例は直腸 NET を切除した後 6 ヶ月間にわたって切除したもの
である。多発がんの検出を伴った患者のうち、5 人は経過観察中に肺がん、
乳がんや肝がんなど直腸 NET 以外のがんで死亡した。  
	 PHLDA3 遺伝子の LOH は、多発がんの検出という臨床病理学的特徴と有
意に関連することが明らかになった（表 7）。 PHLDA3 遺伝子の LOH を生
じること以外には、多発がんを伴った患者は高齢という特徴を有するが、
他の臨床病理学的特徴とは有意に関連しないことが分かった（表 2）。一
方、MEN1 遺伝子の LOH は臨床病理学的特徴と完全に関連しないことが分
かった（表 2）。これまでの Ohki らの研究により、膵臓 NET において PHLDA3
と MEN1 両遺伝子の LOH が高頻度に認められたことが明らかになった
（Ohki et  al . ,  2014）。直腸 NET においても PHLDA3 と MEN1 両遺伝子の
LOH の相関性について検討した。統計上有意ではないが、PHLDA3 と MEN1 
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表 5 再発を伴った直腸 NET 症例の臨床病理学的特徴（Kojima, Chen et 
al . ,  Scientif ic Reports ,  in press より引用）   
 
 
 
表 6 多発がんを伴った直腸 NET症例の臨床病理学的特徴（Kojima, Chen 
et al . ,  Scientif ic Reports ,  in press より引用）  
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表 7 多発がんの有無と直腸 NET 臨床病理学的特徴との関連性（Kojima, 
Chen et  al . ,  Scientif ic Reports ,  in press より引用）  
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両遺伝子の LOH が同時に生じる傾向が観察され、相互に排他的ではないパ
ターンであることが推測される（図 11）。  
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図 11 直腸 NET における PHLDA3 及び MEN1 遺伝子 LOH の関連性
（Kojima, Chen et al . ,  Scientif ic Reports ,  in press より引用）  
	 79 症例の直腸 NET 中、 36 症例において PHLDA3 及び MEN1 遺伝子座両
方の LOH 結果が得られた。この 36 症例中、 PHLDA3 及び MEN1 遺伝子座
の LOH が同時に起きている症例が 13 個であり、やや数が多い傾向が認め
られた。   
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第 4 章  考察  
 
4.1 膵臓ランゲルハンス島 ! 細胞における PHLDA3 遺伝子の機能  
	 膵臓ランゲルハンス島は $ 細胞、! 細胞、% 細胞などにより構成されてい
るが、 ! 細胞がランゲルハンス島の大部分を占めている。マウスインスリ
ンノーマ由来の細胞株である MIN6 において、 PHLDA3 の発現が低下して
いることが報告され、MIN6 細胞において PHLDA3 の機能が失われている
ことが示唆された。さらに、MIN6 細胞に PHLDA3 を発現させることによ
り、Akt 経路の活性化が抑制されることが明らかになった（Ohki et  al . ,  2014）。
以上のことより、ランゲルハンス島の ! 細胞において PHLDA3 は Akt 経路
を制御することが強く示唆された。  
	 一方、in vivo において、10 ヶ月齢の PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスでは
ランゲルハンス島の過形成が認められるが、このマウスの膵臓の連続切片
を 3 枚用い、それぞれ HE 染色法、インスリン抗体・グルカゴン抗体、Ki67
抗体で染色した結果、増殖マーカーである Ki67 の陽性細胞は同時にインス
リン陽性であることが示された（Ohki et  al . ,  2014）。つまり、マウス膵臓
ランゲルハンス島の過形成は ! 細胞由来であることが明らかになった。さ
らに、10 ヶ月齢の PHLDA3 遺伝子欠損マウスの血中インスリン濃度を測定
したところ、野生型マウスと比べて有意に高くなっていることが示された
（Ohki et  al . ,  2014）。以上の結果より、 PHLDA3 は膵臓ランゲルハンス島
の ! 細胞において Akt の抑制因子として機能することが示された。  
	 Elghazi らの研究により、ランゲルハンス島 ! 細胞の増殖及びアポトーシ
スの抑制は Akt シグナル経路に依存することが明らかになった（ Elghazi et  
al . ,  2009）。! 細胞のような主に Akt 経路に依存して増殖する細胞において、
PHLDA3 機能喪失による細胞増殖促進などの表現型が強く認められること
が考えられる。  
 
4.2 膵臓ランゲルハンス島以外の組織における PHLDA3 遺伝子の機能  
	 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの各組織における PHLDA3 遺伝子の発現
量を Realtime PCR で解析した。その結果、筋肉及び脂肪組織において、
PHLDA3 遺伝子の発現量が高いことが示された（Chen et al . ,  2018）。PHLDA3
遺伝子ホモ欠損マウスにおいて、 PHLDA3 の機能欠失は、すでに表現型が
見られている膵臓ランゲルハンス島以外に、骨格筋及び脂肪組織にも影響
すると考えられる。骨格筋と脂肪組織では、インスリン感受性の糖輸送担
体 GLUT4 が細胞質に貯蔵されており、インスリンに反応して Akt 経路の活
性化を介して細胞膜に局在する。グルコースは細胞膜にある GLUT4 によっ
て細胞内に輸送される。 PHLDA3 の機能欠失によって骨格筋と脂肪組織で
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は Akt 経路の活性化が上昇し、GLUT4 の細胞膜の局在が増加してグルコー
スの取り込みが亢進することが考えられる。つまり、骨格筋と脂肪組織で
は PHLDA3 の機能欠失による表現型が見られていないが、グルコース取り
込みの機能が影響されることが推測される。細胞でのグルコース取り込み
機能の測定法として、グルコース類似体である 2-deoxyglucose（ 2-DG）を
検出することが用いられているため、この方法を用いて骨格筋細胞と脂肪
細胞におけるグルコースの取り込み機能を検討すべきと考えている。  
 
4.3 膵臓 NET の形成要因  
	 2011 年、 Jiao らは散発性膵臓 NET を 68 症例用いて whole exomic 
sequencing 解析を行った。その結果、高頻度の MEN1 遺伝子、DAXX/ATRX
遺伝子の変異に加え、 15 %の Akt-mTOR 経路の変異が認められた。この結
果より、Akt-mTOR 経路の異常な活性化は膵臓 NET の発症に寄与すること
が示された（ Jiao et  al . ,  2011）。一方、マウスモデルを用いた解析から
PI3K-Akt-mTOR シグナル経路が膵臓ランゲルハンス島 ! 細胞の増殖に寄与
することが示された。例えば、Akt が恒常的に活性化しているマウスラン
ゲルハンス島 ! 細胞において、細胞サイズの増大が認められ、ランゲルハ
ンス島の過形成が観察された（Bernal-Mizrachi et  al . ,  2001）。また、ランゲ
ルハンス島 ! 細胞特異的に PTEN 遺伝子を欠損させたマウスにおいて、 !
細胞増殖の促進、 ! 細胞サイズの増大が認められた。これらの報告より、
膵臓ランゲルハンス島 ! 細胞の増殖は Akt 経路に依存することが示され、
Akt 経路の異常な活性化が膵臓 NET を引き起こすことが示唆された。  
	 本研究は 10ヶ月齢の PHLDA3遺伝子ホモ及びヘテロ欠損マウスでランゲ
ルハンス島の過形成が認められることを示した。しかし、これらのマウス
のランゲルハンス島において、柵状組織及びリボン状組織のような膵臓
NET でよく観察される、NET と判断できる組織像病理像が認められない。
また、10 ヶ月齢の PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスランゲルハンス島 ! 細胞
の Ki67 陽性率は 0.3 %未満であることが示され、膵臓 NET の発症にはまだ
至っていないことが示された。以上のことより、膵臓 NET の発症には
PHLDA3 遺伝子の異常に加えて、他の要因も必要であることが考えられた。 
	 MEN1 遺伝子は膵臓 NET の有名ながん抑制遺伝子である。MEN1 遺伝子
のホモ欠損マウスは胎性致死となるため（Crabtree et  al . ,  2001）、様々な臓
器における MEN1 遺伝子のコンディショナルノックアウトマウスモデルが
樹立された。膵臓ランゲルハンス島 ! 細胞で MEN1 遺伝子をコンディショ
ナルノックアウトすると、4 ヶ月齢のマウスで ! 細胞の過形成が観察され、
さらに 9 ヶ月齢のマウスの 33.3 %がインスリンノーマを発症することが示
されたが、膵臓 NET の早期、かつ高頻度な発症は認められない（Biondi et  
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al. ,  2004）。  
	 一方、ヒトの膵臓 NET 症例を解析した結果、 PHLDA3 遺伝子及び MEN1
遺伝子の LOH が高頻度に見られること、PHLDA3 と MEN1 遺伝子が独立の
経路で膵臓 NET の発症を抑制することが明らかになった（Ohki et  al , .  2014）。
以上のことより、膵臓 NET の早期発症には PHLDA3 及び MEN1 両遺伝子の
機能欠損が必要であることが示唆された。  
 
4.4 PHLDA3 機能抑制と移植したランゲルハンス島生着率の関連性  
	 Sakata らの報告により、ランゲルハンス島を単離して 24 時間培養したと
ころ、野生型と比べて PHLDA3 遺伝子欠損ランゲルハンス島細胞における
死細胞の領域は小さく、細胞の生存率が上昇することが明らかになった
（ Sakata et  al . ,  2017）。このことから、PHLDA3 遺伝子の欠損により、ラン
ゲルハンス島細胞が単離操作などで引き起こされたストレスに対する耐性
を獲得することが考えられる。また、単離した野生型及び PHLDA3 遺伝子
欠損ランゲルハンス島をマウスに移植し、移植後ランゲルハンス島細胞の
生存状態を確認すると、 PHLDA3 遺伝子欠損ランゲルハンス島の生着率が
高いことが明らかになった（ Sakata et  al . ,  2017）。さらに、レシピエントマ
ウスの手術後 28 日の血糖値を調べたところ、野生型と比較し、PHLDA3 遺
伝子欠損ランゲルハンス島を移植した群が有意に低下することが示された。
また、手術後 56 日にレシピエントマウスの糖負荷実験を行った結果、
PHLDA3 遺伝子欠損ランゲルハンス島を移植した群の血糖値が有意に低下
することが明らかになった（ Sakata et  al . ,  2017）。以上のことから、PHLDA3
遺伝子欠損は、移植後ランゲルハンス島細胞の生存率が向上させ、移植を
受けたマウスの糖代謝能力の改善に寄与することが考えられる。  
	 先行研究により、乳がん MDA-MB-468 細胞において PHLDA3 の発現によ
りアポトーシスが誘導されること、そして前立腺がん LNCaP 細胞において
PHLDA3 の機能欠失によりアポトーシスの誘導が抑制されることが示され
た（Kawase et  al . ,  2009）。また、本研究では PHLDA3 ホモ欠損マウスのラ
ンゲルハンス島 ! 細胞がアポトーシス抵抗性を獲得することを明らかにし
た。さらに、ランゲルハンス島において PHLDA3 の機能抑制により MDM2
の活性化が上昇することを示した。MDM2 の活性化は p53 の抑制を介して
Bcl-2 の活性化を阻害し、アポトーシスを抑制する。以上のように、in vitro
及び in vivo の結果より、PHLDA3 の機能抑制によりアポトーシスが抑制さ
れることが示された。一方、Akt 経路の下流因子である GSK-3! はリン酸化
によって活性化され、!細胞の増殖促進と機能改善に寄与する（ Fornoni et  al . ,  
2008, Liu et  al . ,  2010）。つまり、 PHLDA3 の機能欠失による Akt 活性上昇
は、アポトーシスの抑制に加え、 ! 細胞機能も向上させることが考えられ
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る。  
	 本研究では、低酸素下で培養した PHLDA3 遺伝子欠損ランゲルハンス島
は定常状態下で培養したのと比べ、Akt の活性化がさらに上昇することを
示した。REDD1 は HIF-1 によって誘導され、mTOR の抑制因子である TSC2
と 14-3-3 タンパク質の結合を阻害することが知られている（Van de Velde et  
al . ,  2011）。低酸素時に HIF-1 が活性化されることにより、REDD1 の発現
が誘導され、TSC2 と 14-3-3 の結合が阻害される。遊離した TSC2 が mTOR
経路を抑制し、結果としては下流にある S6K1（ p70 S6 Kinase）の活性化が
抑制される。活性化 S6K1 は negative feedback 作用で IRS1（ insulin receptor 
substrate 1）のリン酸化を抑制して Akt の活性化を抑制する。以上のことか
ら、低酸素下で HIF-1 の活性化により、mTOR 経路、そして S6K1 の活性化
が抑制され、結果としては Akt のリン酸化レベルが上昇すると考えられる。
一方、低酸素下では、MDM2 のダンパク質レベルが抑制され、 p53 が蓄積
することが報告されている（Koumenis et  al . ,  2001）。 PHLDA3 遺伝子は低
酸素下で p53 により誘導されるアポトーシス関連遺伝子であることが明ら
かになった（ Leszczynska et  al . ,  2015）。 p53 null  /  mutant の細胞でのみ低酸
素処理が Akt を活性化することが報告されている（Chang et al . ,  2016）。以
上のことより、 p53 null  /  mutant の細胞では、低酸素処理の際に p53 による
PHLDA3 発現が誘導されないため、Akt 活性を抑制できない可能性が考え
られる。  
	 本研究の低酸素処理した PHLDA3 遺伝子欠損マウスランゲルハンス島細
胞では、Akt 経路の活性化を介した低酸素ストレスに対する抵抗性の獲得
によって、移植後のランゲルハンス島の生着能力が強化され、移植早期の
細胞死によるランゲルハンス島の損失を防止することにつながると考えら
れる。  
	 一 方、 Akt 経路の活性化が発がんにつながることが知られている。
PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスの場合、ランゲルハンス島の過形成が認め
られたが、がんは観察されなかった。しかし、ヒトと比べてマウスの寿命
は短く、 PHLDA3-Akt 経路と発がんリスクとの関連性を証明するのにまだ
不十分であることが考えられる。 PHLDA3 機能抑制したランゲルハンス島
を用いる移植実験はさらに寿命の長い動物で検証する必要がある。  
 
4.5 膵臓 NET における PHLDA3 の機能及び診断、薬剤選択マーカーと
しての PHLDA3 の利用  
	 本研究は 10ヶ月齢の PHLDA3遺伝子ホモ欠損マウスにおいて膵臓ランゲ
ルハンス島の過形成が認められるが、膵臓 NET の発症に至っていないこと
を示した。これまでに PHLDA3 遺伝子の LOH は膵臓 NET の高悪性度及び
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予後不良と強く相関することが明らかになった（Ohki et  al . ,  2014）。以上
のことより、PHLDA3 遺伝子の機能欠損は膵臓 NET 発症のイニシエーター
でなく、プロモーターである可能性が示唆された。  
	 現在、膵臓 NET 患者の予後予測が不可能である。しかし、PHLDA3 遺伝
子の LOH を伴った患者の予後が悪いことが明らかになった（Ohki et  al . ,  
2014）。つまり、PHLDA3 遺伝子 LOH 有無の診断により、治療予後の予測
が可能となることが考えられる。  
	 近年、Akt 経路の阻害剤であるエベロリムスが膵臓 NET の治療薬として
使われている。PHLDA3遺伝子は Aktの活性化を抑制することから、PHLDA3
遺伝子の LOH を伴う患者のエベロリムスに対する効果が期待できると考
えられる。一方、STZ も膵臓 NET の治療薬として使用され始めた。しかし、
! 細胞が PHLDA3 遺伝子の機能欠損によってアポトーシス抵抗性を獲得し
たため、STZ に対する耐性があることが考えられる。PHLDA3 遺伝子の LOH
を伴った患者では、 STZ の感受性が低下していることが推測される。以上
のことから、膵臓 NET 患者における PHLDA3 遺伝子 LOH 有無の診断は膵
臓 NET に対する最適な薬剤選択の指標となることが予想される。  
 
4.6 直腸 NET における性別差及び再発、多発がんの予測マーカーとし
ての PHLDA3 の利用  
	 本研究は直腸 NET において男性患者の割合が高いことを示し、女性より
男性の方が直腸 NET に罹患しやすいことを示唆した。大腸がんの罹患率は
男性では女性の約 2 倍と高く、部位別では結腸がんより直腸がんにおいて
男女差が大きい傾向があると言われている（Konishi et  al . ,  2007）。以上の
ことから、直腸における腫瘍は、がん種に関わらず男性が罹患しやすいこ
とが推測される。  
	 本研究により、以前の報告通り、直腸 NETは良好な臨床経過を示すこと、
再発率はわずか 3.1 %であること、5 年以上の生存率は 97.9 %であることが
確認された。本研究で用いた 3 症例の再発症例は直腸 NET 切除 3~5 年後に
発生したものである。3 症例中 2 症例は同期にリンパ節転移が認められた。
以上のことから、同期にリンパ節転移を有する患者に対しては、特に長期
間のフォローアップが必要であることが考えられる。  
	 本研究は、 PHLDA3 遺伝子の LOH が、直腸 NET において 60.0 %、すな
わち以前に報告した膵臓 NETと同程度の頻度で起きることを明らかにした。
さらに、直腸 NET における MEN1 遺伝子の LOH 頻度を初めて報告し、
PHLDA3 及び MEN1 両遺伝子 LOH の関連性を明らかにした。膵臓 NET で
見られた結果と類似して、直腸 NET 検体において PHLDA3、MEN1 両遺伝
子の LOH が同時に起きている症例数が多く観察され、両遺伝子は相互に排
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他的でないパターンの傾向が見られた。PHLDA3 遺伝子の LOH は直腸 NET
のリンパ節転移には関与しなかったが、全ての再発症例において PHLDA3
遺伝子の LOH が認められた。つまり、 PHLDA3 遺伝子 LOH の有無は、直
腸 NET の再発を予測するマーカーとして有用であることが考えられる。し
かし、収集した再発症例の数がまだ少ないため、PHLDA3 遺伝子 LOH の臨
床的な有用性を評価するにはさらなる研究が必要である。  
	 さらに、直腸 NET と合併する他のがんが約 30 %の頻度で検出され、高
齢であること及び PHLDA3 遺伝子 LOH が起きていることという 2 つの特徴
に関連することが示された。従って、多発がんに関する検査は、特に 60 歳
を超えた高齢な患者または PHLDA3遺伝子の LOHを伴った患者で行う必要
があると考えられる。また、多発がんが生じる原因の 1 つとして、PHLDA3
遺伝子 LOH を伴った直腸 NET は発がん性の生物活性因子を産生すること
が考えられる。 PHLDA3 遺伝子 LOH の有無の症例間で直腸 NET が分泌す
る生物活性因子の種類と量が異なる可能性があり、このような差により、
PHLDA3 遺伝子の LOH を伴った患者で多発がんが引き起こされやすいと考
えられる。一方、 PHLDA3 遺伝子は多発性神経内分泌腫瘍 1 型の原因遺伝
子である MEN1 遺伝子と同様な機能を持っている。MEN1 遺伝子は生殖細
胞において高頻度な機能喪失が認められ、家族性腫瘍の発生に関与する。
そこで、 PHLDA3 遺伝子は生殖細胞において MEN1 遺伝子と同じようにが
ん抑制機能が失われていることが考えられる。つまり、 PHLDA3 遺伝子は
家族性腫瘍の原因遺伝子であり、多発がんにつながることが推測され、今
後さらなる研究が必要である。  
	 本研究は、患者に対する長期のフォローアップにより、初めて直腸 NET
の臨床病理学的特徴と再発及び多発がんの検出との関連性を明らかにした。
PHLDA3 遺伝子の LOH は再発または多発がんを予測するマーカーの候補と
して同定され、直腸 NET 患者に対する適切な治療法の選択に寄与する可能
性が考えられる。  
4.7 PHLDA3 遺伝子は NET の共通がん抑制遺伝子である  
	 本研究は PHLDA3 が個体レベルにおいてがん抑制遺伝子として機能する
ことを示した。 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスに対して網羅的にマウスの
組織異常を観察したところ、膵臓ランゲルハンス島の過形成以外にも、下
垂体 NET が高頻度に発症することが明らかになった（未発表データ）。下
垂体は脳の視床下部に隣接する小さな神経内分泌器官であり、機能により
大きく前葉と後葉に分けられる。下垂体 NET はほとんど前葉由来の良性腫
瘍であることが知られている。ヒトの下垂体 NET 症例を用い、PHLDA3 遺
伝子の機能解析を行ったところ、膵臓 NET 及び大腸 NET と同じように
PHLDA3 遺伝子の LOH が高頻度に観察されたことに加え、PHLDA3 遺伝子
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の変異も認められることが明らかになった（未発表データ）。つまり、
PHLDA3 遺伝子は下垂体 NET においてもがん抑制遺伝子として機能するこ
とが示唆された。  
	 PHLDA3 は肺、膵臓の NET のがん抑制遺伝子であることが明らかになり、
そして直腸 NET 及び下垂体 NET の症例で LOH が高頻度に生じることも示
された。 PHLDA3 遺伝子の機能欠損はホルモンを分泌する機能を持つ臓器
により強く影響を与える可能性が考えられる。つまり、 PHLDA3 の機能喪
失がホルモン分泌異常と増殖異常という二つの経路を介して分泌機能のあ
る細胞に影響すると推測される。  
	 肺 NET において、野生型 p53 を持つ症例の 63 %（ 5/8）は PHLDA3 の機
能欠損が示されたが、p53 の機能喪失の症例において、わずか 13 %（ 3/24）
が PHLDA3 の機能欠損が観察された（Kawase et  al . ,  2009）。p53 と PHLDA3
の機能喪失は相互に排他的であることが考えられる。このような p53 の変
異が生じない NET において p53 下流因子である PHLDA3 のがん抑制機能が
非常に重要になって来ることが考えられる。  
	 NET は希少がんであり、発症のメカニズムは未だにわかっていない。ヒ
トの肺、膵臓、直腸、下垂体 NET の症例及び PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウ
スを用いた研究により、PHLDA3 を介する Akt 経路活性化の抑制は NET 発
症を抑制する中心的なメカニズムであることが考えられる。   
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第 5 章  今後の展望  
 
5.1  NET のモデルマウスとなる PHLDA3 と MEN1 遺伝子の二重欠損マ
ウスの解析  
	 本研究は PHLDA3 の機能欠損は NET に寄与することを示した。しかし、
NET は稀ながんであり、ヒトの検体及び早期に NET を発症する動物モデル
が不足しているため、研究が進んいない。そこで、NET の研究に適切なマ
ウスモデルを作製することが今後の課題となっている。これまでに、ヒト
膵臓 NET 症例の多くでは PHLDA3 と MEN1 両遺伝子の LOH が観察された
（Ohki et  al . ,  2014）。現在、このようなヒト膵臓 NET のゲノム異常を模倣
して、 PHLDA3 及び MEN1 両遺伝子を欠損させたマウスモデルを作製し、
解析を進めている。現時点では、二重欠損マウスにおいて、MEN1 遺伝子
の単独欠損マウスと比較し、膵臓に占めるランゲルハンス島の割合が上昇
したこと、ランゲルハンス島細胞の増殖が促進されたこと、高悪性度と分
類される膵臓 NET が出現したことが観察された（未発表データ）。二重欠
損マウスの表現型が単独欠損よりも強いことから、マウスを用いた実験か
らも、PHLDA3 と MEN1 は異なる経路で膵臓 NET を抑制することが証明さ
れた。今後、二重欠損マウスで認められた膵臓 NET の詳細な病理組織分類
の解析を行い、早期なかつ高悪性度の膵臓 NET の発症が可能かどうか検討
したい。さらに、 PHLDA3 MEN1 二重欠損マウスを用いて膵臓 NET の詳細
な発症メカニズムの解明を行っていきたい。二重欠損マウスでは膵臓 NET
の悪性度が進行すると、腫瘍が転移する可能性が考えられる。今後、ヒト
の好発転移部位である肝臓について病理組織学的な解析を詳細に行い、二
重欠損マウスにおける肝転移の有無を検討したい。  
 
5.2 治療薬選択マーカーとしての PHLDA3 の利用  
	 エベロリムスは Akt 経路の抑制剤であり、 PHLDA3 機能喪失の膵臓 NET
に対して効果があると考えられる。しかし、ヒト膵臓 NET における薬剤奏
功性と PHLDA3 遺伝子機能の関連を検討するためには長期間にわたる観察
が必要である。そこで、現在作製した PHLDA3 と MEN1 遺伝子の二重欠損
マウスを用いる実験によって早期に結果が得られる可能性があると考えら
れる。今後、膵臓 NET の形成時期を確認した上で、適切な週齢の PHLDA3
と MEN1 遺伝子の二重欠損マウスにエベロリムスを投与する事により、形
成した膵臓 NET の大きさの変化及び悪性度の改善を検討したい。また、こ
の結果を PHLDA3、MEN1 遺伝子それぞれの単独欠損マウスの結果と比べ、
Akt 経路阻害剤エベロリムスの奏効性と PHLDA3 機能欠損とが関連するか
を検討したい。  
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 本研究は PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスのランゲルハンス島 ! 細胞はア
ポトーシス抵抗性、すなわちストレプトゾトシン耐性を獲得することを示
した。ストレプトゾトシンは膵臓 NET の治療薬として使用されているが、
PHLDA3 機能喪失の膵臓 NET に対して効果が低いことが考えられる。今後、
PHLDA3 と MEN1 遺伝子の二重欠損マウスで発症した膵臓 NET に対するス
トレプトゾトシンの有効性を検討し、 PHLDA3 機能欠損とストレプトゾト
シンの適切性との関連性を調べたい。  
 
5.3 PHLDA3 機能喪失のランゲルハンス島を用いた糖尿病治療  
	 本研究は、 PHLDA3 機能欠損は糖尿病治療のためのランゲルハンス島移
植の成功率が低い現状の改善に寄与することを示唆した。このことから、
PHLDA3 ノックダウンしたヒトランゲルハンス島の移植を介して糖尿病の
治療が可能となることが考えられる。しかし、この可能性を検証するため
にはヒトのランゲルハンス島を用いたさらなる研究が必要であるが、ドナ
ーの供給が限られている日本ではまだ非常に困難なことである。そこで、
ブタのような PHLDA3 機能を欠損させた大型動物の開発が期待されてきた。
この開発が成功すれば、ドナー供給の問題を克服することができ、ランゲ
ルハンス島移植問題の改善につながる。また、幹細胞からランゲルハンス
島 ! 細胞の誘導ができると報告されている（Xin et al . ,  2016, Porciunculaet al . ,  
2016, Xing et  al . ,  2016）。PHLDA3 の機能を欠損させた幹細胞由来の ! 細胞
を開発することによって将来有用なドナー源として利用することができる
と考えられる。  
 
5.4 PHLDA3 遺伝子の LOH と代表的ながん遺伝子、がん抑制遺伝子の
異常の有無との関連性  
	 膵臓 NET において、Kras のような代表的ながん遺伝子、あるいは p53
のような代表的ながん抑制遺伝子には変異がほとんどないことが報告され
ている（ Jiao et  al . ,  2011）。しかし、この解析に用いたヒト膵臓 NET の検
体は全て欧米人由来であり、人種のバックグラウンドによる影響を除くた
めにアジア人においても同じような結果が得られるかどうか解析を行う必
要があると考えられる。今後アジア人において代表的ながん遺伝子及びが
ん抑制遺伝子に変異が起きているかどうか検討したい。また、膵臓 NET に
おいて、 PHLDA3 の機能欠損はプロモーターとして働くことが推測される
ため、イニシエーターとなる可能性がある Kras や EGFR などのがん遺伝子
の変異の有無と PHLDA3 遺伝子異常との関連を解析するのも課題の一つ
である。  
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5.5  PHLDA3 遺伝子を介する NET 共通のがん抑制メカニズムの解明   
	 本研究は肺、膵臓の NET に加え、ヒト直腸 NET において PHLDA3 遺伝
子の LOH が高頻度に認められることを示した。今後、ヒト直腸 NET にお
いて PHLDA3 遺伝子は LOH に加え、変異が起きているかどうか検討し、
PHLDA3 遺伝子は直腸 NET のがん抑制遺伝子であることを検証したい。  
	 PHLDA3 遺伝子ホモ欠損マウスにおいて下垂体 NET が高頻度に観察され
た（未発表データ）。下垂体 NET はホルモン産生細胞の種類によって主に
プロラクチン産生腺腫（ PRL）、成長ホルモン産生腺腫（GH）、副腎皮質
刺激ホルモン産生下垂体腺腫（ACTH）及び甲状腺刺激ホルモン産生下垂体
腺腫（ TSH）と分類される。ヒトの下垂体 NET 症例を用い、ホルモン産生
NET の種類を分けて PHLDA3 遺伝子の機能解析を行ったところ、全ての
NET において PHLDA3 遺伝子の LOH が見られ、特に TSH 産生 NET におい
て PHLDA3 遺伝子の LOH 頻度が高いことが示された（未発表データ）。
TSH 産生細胞、PRL産生細胞及び GH産生細胞が同じ前駆細胞由来である。
このような同じ前駆細胞由来のホルモン産生細胞から形成した下垂体 NET
においても PHLDA3 遺伝子の LOH 頻度が異なることが示された。しかし、
解析に用いた異なるホルモン産生下垂体 NET の悪性度に差があり、
PHLDA3 遺伝子の LOH は NET の悪性度に寄与することは膵臓 NET を用い
た研究で示されたため、今後同じ悪性度の異なるホルモン産生下垂体 NET
の間で PHLDA3 遺伝子 LOH の頻度を比較していきたい。さらに、下垂体に
おいて PHLDA3 遺伝子はがん抑制的な機能を有するかどうか検討していき
たい。  
	 今後、膵臓、直腸、下垂体に加え、甲状腺や副甲状腺などのような NET
における PHLDA3 の機能解析を行い、組織を超えた NET 共通のがん抑制メ
カニズムを解明していきたい。各種の NET を統合して扱うことが可能にな
れば、NET 研究及び抗がん剤や治療法の開発が加速できると予測される。  
 
5.6 NET の新規抗がん剤の開発  
	 PHLDA3 は代表的ながん遺伝子 Akt の機能を抑制し、特に NET において
がん抑制的に機能する。今後、 PHLDA3 の Akt 抑制の中心部分を特定し、
その立体構造を模擬した低分子化合物やペプチド薬を創製することができ
れば、NET の有効な抗癌剤になるのでないかと考えられる。  
 
 
 
 
  
 64 
結論  
本研究はモデルマウス及びヒト NET症例を用い、 p53の標的遺伝子である
PHLDA3遺伝子に関して以下の点を明らかにした。  
1.  PHLDA3遺伝子ホモ欠損マウスでは膵臓ランゲルハンス島の過形成が認
められる。  
2.  PHLDA3遺伝子ホモ欠損マウスの膵臓ランゲルハンス島では、Aktの活性
化が上昇し、細胞の増殖が亢進している。  
3.  PHLDA3遺伝子ホモ欠損マウスの糖代謝能力が上昇している。  
4.  PHLDA3遺伝子ホモ欠損マウスでは、膵臓ランゲルハンス島細胞がアポ
トーシス抵抗性を獲得している。  
5.  PHLDA3遺伝子の機能欠損は、ランゲルハンス島移植後細胞の生着率を
向上させる。  
6.  直腸NETにおいて、 PHLDA3遺伝子の LOHが高頻度に認められる。  
7.  PHLDA3遺伝子の LOHは直腸NETの多がん合併の予測マーカーとする可
能性がある。  
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